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Chapitre 1

Introduction

1.1 Introduction générale

Pourquoi le sel se dissout-il dans I’eau mais pas dans I’huile ? Pourquoi le carbone du diamant
est-il plus dur que celui de la mine de crayon de papier 7 Pourquoi ’aspirine possede-elle un pou-
voir anti-inflammatoire 7 La réponse a ces questions et bien d’autres se trouve dans I'arrangement
spatial des atomes et les interactions qui les lient entre eux. A I’échelle du dixiéme de nanometre,
les atomes s’assemblent par liaisons covalentes pour former des molécules. Ces molécules sont
alors capables d’interagir entre elles pour conférer a la matiére ses diverses propriétés. Dans
le domaine du vivant, la structure tridimensionnelle peut permettre de déterminer la fonction
biologique d’une molécule. C’est pourquoi chimistes, physiciens et biologistes cherchent & com-
prendre et a modéliser les lois qui régissent les interactions interatomiques et intermoléculaires
depuis des décennies.

Au début du XX siécle, I'arrivée des méthodes de cristallographie moderne ou radiocristallo-
graphie a permis de déterminer expérimentalement les structures atomiques tridimensionnelles
de nombreux composés. La découverte de la diffraction des rayons X par des cristaux de M.
von Laue [Friedrich et al., 1912 von Laue, 1915], récompensée par le prix Nobel de physique de
1914, suivie des travaux de W. L. Bragg et W. H. Bragg [Bragg, 1913, Bragg et Bragg, 1913,
qui ont obtenu le prix Nobel de physique en 1915, sont le point de départ de ces techniques
de résolution structurale. Les expériences de diffraction de rayons X fournissent les intensités
diffractées par le cristal qui donnent acces aux facteurs de structures permettant de reconstruire
la densité électronique de sa maille élémentaire par transformée de Fourier. La disposition spa-
tiale des atomes contenus dans la maille est extraite de ces données et, dans le cas de cristaux
moléculaires, révele la structure tridimensionnelle des molécules présentes dans le systémeﬂ En
un peu plus d’un siecle, de nombreuses approches de détermination de structures ont vu le jour.
La diffraction des rayons X est toujours I'une des plus fructueuses notamment grace aux dévelop-
pements de grandes infrastructures expérimentales, les synchrotrons, qui ont permis d’améliorer
considérablement la qualité des données expérimentales récoltées, et d’outils informatiques auto-
matisant le traitement de ces données. Le nombre de structures de petites molécules résolues par

cette méthode dépasse aujourd’hui le million dans des bases de données telles que la Cambridge

1. Le livre de W. Massa |[Massa, 2004] fait partie des ouvrages fréquemment recommandés pour se familiariser
a la théorie et aux méthodes de résolution des structures atomiques par diffraction des rayons X.
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Structural Database |Groom et al., 2016].

Grace a l'analyse des structures atomiques, diverses propriétés des petites molécules ont
été dévoilées, permettant notamment de mieux comprendre les liaisons chimiques et les inter-
actions non-covalentes. Par exemple, la résolution de la structure de ’hexaméthylbenzene par
K. Lonsdale [Lonsdale, 1928] a confirmé expérimentalement la symétrie hexagonale du ben-
zéne et renforcé I'idée d’un phénomene de résonance dans les cycles aromatiques. Les propriétés
chimiques des molécules sont liées a la distribution des électrons autour des noyaux, qui est
accessible expérimentalement grace a la diffraction des rayons X. En effet, les rayons X sont
des ondes électromagnétiques qui interferent avec les nuages électroniques, ce qui permet lors
d’expériences de diffraction de ces rayons X par un cristal d’effectuer une mesure indirecte de
la densité électronique du systeme. A partir de cette mesure, la structure atomique, c’est-a-dire
les positions des noyaux, et le modele de la distribution des électrons dans la maille sont ac-
cessibles et la densité de charge moléculaire peut donc étre modélisée. Or, le premier théoreme
de Hohenberg et Kohn dans le cadre de la théorie de la fonctionnelle de la densité [Hohenberg
et Kohn, 1964] implique que les propriétés d'un systéme dans son état fondamental peuvent
étre déterminées par la connaissance de sa densité de charge. C’est pourquoi de nombreuses
méthodes d’analyse et descripteurs des petites molécules ont été développés sur la base de la
modélisation de la distribution de charge du systeme. Cette distribution de charge peut étre
modélisée directement a partir des données expérimentales de cristallographie mais aussi sur la
base de modeéles théoriques de mécanique moléculaire ou de méthodes de chimie quantique. Les
descripteurs qui en sont issus sont utilisés pour améliorer la compréhension et permettre la pré-
diction de propriétés physico-chimiques des petites molécules, par exemple pour la conception
de nouveaux matériaux.

Les macromolécules biologiques sont composées de plusieurs milliers d’atomes et la déter-
mination de leurs structures atomiques et densités électroniques est beaucoup plus complexe
et ne peut pas atteindre un niveau de précision comparable a ceux obtenus pour les petites
molécules [Dauter et al., 1997]. La structure en double hélice de ’ADN a pu étre proposée en
1953 par James Watson et Francis Crick [Watson et Crick, 1953], récompensés par le prix Nobel
de médecine en 1962, sur la base des clichés de diffraction dont les premiers ont été obtenus par
Rosalind Franklin et Maurice Wilkins en 1951. La premiere structure atomique de protéine a
quant a elle été obtenue en 1958 par John Kendrew par diffraction des rayons X sur un cristal
de myoglobine [Kendrew et al., 1958|, ce qui lui valut le prix Nobel de chimie de 1962 aux cotés
de Max Perutz. Aujourd’hui, la base de données des structures de macromolécules biologiques,
la Protein Data Bank (PDB) [Berman et al., 2000], contient plus de 200 000 structures déter-
minées expérimentalementﬂ La majeure partie de ces structures ont été résolues par diffraction
des rayons X (85,8%) mais d’autres techniques comme la microscopie électronique (7,1%) et la
résonance magnétique nucléaire (6,9%) sont également utilisées. Notons par ailleurs que la PDB
recense également maintenant plus d’un million de modeles théoriques de structures de protéines
prédits essentiellement par AlfaFold [Jumper et al., 2021|, le logiciel de DeepMind basé sur des
méthodes d’apprentissage automatique d’intelligence artificielle.

Les méthodes de cristallographie sont centrales dans le domaine de la biologie structurale

2. Les statistiques de la PDB sont disponibles sur le site : https://www.rcsb.org/stats/summary et ont été
relevés pour ce paragraphe le 23/02/2023.
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qui vise a analyser les structures et la dynamique des macromolécules biologiques a 1’échelle
atomique pour déterminer le lien avec leurs fonctions dans le milieu cellulaire. Outre les aspects
fondamentaux de biologie moléculaire, la principale application des études de biologie structu-
rale est la conception de médicaments [Anderson, 2003]. En effet, ces méthodes permettent a la
fois d’identifier et analyser une molécule cible, typiquement une protéine, impliquée dans une
pathologie donnée et également de rationaliser le développement de médicaments en prédisant
les candidats les plus adaptés pour interagir avec la cible. Ces approches ont permis de réaliser
d’importants progres dans le développement de traitements de diverses maladies, comme par
exemple dans le cas de pathologies liées au VIH, a certains cancers et a certaines infections
bactériennes [Thomas et al., 2017]. Pour cela, la biologie structurale s’appuie a la fois sur des
données expérimentales structurales et de biochimie, mais aussi sur des méthodes computation-
nelles qui nécessitent la modélisation des interactions intermoléculaires, notamment entre une
protéine et un ligand. Chez les protéines, trois catégories d’interactions non-covalentes sont com-
munément distinguées |[Karshikoff, 2006]E| : les interactions dites de van der Waals, les liaisons
hydrogene et les interactions électrostatiques. La connaissance de la structure atomique seule ne
suffit pas au développement de descripteurs pour ’analyse et la prédiction de ces interactions,
la modélisation de la distribution de charge moléculaire est également nécessaire. Cependant,
contrairement aux petites molécules, les données expérimentales de cristallographie des protéines
ne permettent pas de construire une densité électronique faisant apparaitre les détails nécessaires
a la définition de descripteurs précis. Du c6té des approches théoriques, les méthodes de méca-
nique moléculaire sont généralement basées sur des modeles de mécanique classique dépendant
de parametres empiriques qui sont optimisés pour chaque type de systéme, comme les charges
atomiques partielles par exemple. Ces méthodes peuvent donc manquer certains détails de la
distribution de charge et s’en retrouver limitées dans le champ d’application de leurs modeles.
Quant aux méthodes de chimie quantique, ce sont des méthodes ab initio qui décrivent de fagon
tres précise la distribution électronique moléculaire mais les ressources computationnelles qu’elles
mobilisent dépendent trés fortement du nombre d’atomes du systéme considéré. Ces méthodes
requierent donc des temps de calcul trop importants pour étre appliquées aux macromolécules
biologiques complétes. Aussi, pour développer des descripteurs applicables aux protéines, I’enjeu
est de proposer un modele décrivant la distribution de charge dans ces systemes de facon tres
précise et avec des moyens computationnels raisonnables. Les méthodes hybrides entre la mé-
canique quantique et la mécanique moléculaire (QM/MM), qui seront présentées dans la partie

[1.4] répondent avec succes & ces enjeux.

Dans ce projet doctoral, nous nous inspirons plutét des méthodes développées dans le cadre
de la cristallographie quantique. Ce domaine, alliant données expérimentales de cristallographie
et méthodes théoriques de mécanique quantique, a notamment pour but d’améliorer la détermi-
nation et 'analyse des structures atomiques et des densités électroniques et/ou fonctions d’onde

pour révéler les propriétés physico-chimiques des systéemes. En particulier, mes travaux sont

3. Les interactions dites hydrophobes jouent également un réle trés important en biochimie, par exemple pour
I’existence d’un noyau hydrophobe dans de nombreux repliements de protéines. Néanmoins, étant donnée leur
nature entropique, ces interactions sont rarement étudiées explicitement par les méthodes de chimie computation-
nelle classiques qui s’intéressent généralement aux effets enthalpiques. Par contre, ces effets peuvent étre pris en
compte de maniére implicite, notamment par la modélisation de la surface d’accessibilité au solvant des molécules.
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basés sur le modele multipolaire de Hansen et Coppens [Hansen et Coppens, 1978| permettant
de décrire finement les densités électroniques atomiques. Par transférabilité, la densité électro-
nique d’une protéine est décrite a partir des modeles multipolaires de densités électroniques de
petites molécules ou de peptides déterminés expérimentalement. Ces méthodes seront davan-
tage détaillées dans la partie de ce manuscrit. L’objectif de cette thése est de développer
des descripteurs électrostatiques qui sont issus de cette densité électronique transférée d’origine
expérimentale et qui soient applicables aux protéines. Ces descripteurs ont pour ambition de de-
venir des outils supplémentaires en biologie structurale pour interpréter les structures atomiques

des protéines.

Les descripteurs électrostatiques que nous développons reposent sur deux approches dis-
tinctes. D’une part, nous nous basons sur ’analyse de la topologie du potentiel électrostatique,
directement issu de la densité électronique, pour appréhender spatialement les interactions entre
les molécules biologiques. Le potentiel électrostatique permet notamment de localiser les contri-
buteurs aux interactions de nature électrostatique, les sites électrophiles et les sites nucléophiles.
Son analyse topologique donne en plus acceés a la topographie des lignes de champ électrique
qui sont directement reliées aux forces électrostatiques et montre ’étendue spatiale des interac-
tions. D’autre part, nous développons un modele d’énergie d’interaction intermoléculaire totale
qui a loriginalité d’étre extrait de la densité électronique transférée d’origine expérimentale. Ce
potentiel d’interaction total a pour but d’identifier et de comparer les principaux groupements
en quantifiant leurs contributions aux interactions intermoléculaires. En outre, nos deux types
de descripteurs aspirent a participer a ’analyse des processus de reconnaissance protéine-ligand,
comme la spécificité de substrat d’une enzyme, mais aussi des mécanismes ayant une direction
spatiale privilégiée, comme par exemple le transport d’ions entre le milieu extra-cellulaire et le

cytoplasme par des protéines spécialisées.

Pour rendre nos descripteurs accessibles et faciles & mettre en ceuvre, nous avons implé-
menté des outils intégrés au logiciel de modélisation moléculaire MoProViewer [Guillot et al.,
2014] développé au laboratoire CRM2. Ce logiciel propose de nombreuses fonctionnalités dont
la possibilité de travailler avec le modele multipolaire transférable de la densité électronique et

offre déja plusieurs outils permettant d’appliquer d’autres descripteurs basés sur ce modeéle.

Pour déterminer ’étendue des possibilités d’analyse offertes par nos descripteurs, nous les
avons appliqués a plusieurs systémes macromoléculaires largement étudiés. Nous avons ana-
lysé deux enzymes : la trypsine qui est une protéase a sérine [Hedstrom, 2002| et la glutathion
transférase Chi [Hayes et al., 2005] qui appartient a une superfamille d’enzymes tres étudiée au
laboratoire CRM2, ainsi que deux protéines membranaires : la neuropiline [Dumond et al., 2020],
une glycoprotéine et cible thérapeutique importante pour le traitement de certains cancers, et
I’halorhodopsine [Engelhard et al., 2018, appartenant & la famille des rhodopsines qui utilisent

la lumiere pour effectuer des changements conformationnels liés a leur fonction.

Ce manuscrit de these rend compte des travaux de développements méthodologiques et des
applications réalisés. Dans un premier temps, cette introduction sera poursuivie par une présen-
tation des méthodes issues du domaine de la cristallographie quantique en insistant sur celles

qui permettent de définir le transfert de la densité électronique multipolaire. Puis, les approches
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basées sur la topologie des champs scalaires moléculaires et sur la modélisation des énergies
d’interaction seront discutées. Dans un deuxieme temps, les développements méthodologiques
que j’ai effectués seront exposés. D’abord, je présenterai les descripteurs issus de 'analyse to-
pologique du potentiel électrostatique. Ensuite, je détaillerai le développement du potentiel
d’interaction total issu de la densité électronique transférée d’origine expérimentale. Pour finir,
I’application de ces descripteurs a divers systemes biologiques sera analysée. Je commencerai par
la trypsine, une protéase a sérine dont le mécanisme a été trés largement étudié, pour montrer
I’avantage d’employer les descripteurs de la topologie du potentiel pour la description des en-
zymes. L’illustration d’une utilisation de ces outils en biologie structurale sera ensuite proposée
avec ’exemple de la neuropiline. Puis, je décrirai une autre enzyme, la glutathion transférase
de classe chi, pour laquelle nous avons résolu la premieére structure atomique appartenant a la
famille d’organisme des cyanobactéries, que nous avons caractérisée par le calcul des énergies
d’interaction électrostatique [Mocchetti et al., 2022]. Pour caractériser les aspects dynamiques
des mécanismes moléculaires, je présenterai la perspective d’application des méthodologies dé-
veloppées pendant ma these au pompage d’ions chlorure photo-induit chez les archées halophiles
par I'halorhodopsine. Finalement, les conclusions des réalisations effectuées lors de ce projet

doctoral et les perspectives qu’elles permettent d’ouvrir seront discutées.

1.2 Cristallographie quantique et transferabilité des parametres

du modele multipolaire de la densité électronique

La cristallographie quantique est le domaine de recherche dans lequel s’inscrit le développe-
ment des descripteurs électrostatiques qui font ’objet de cette theése. Sa définition va a présent
étre discutée et les méthodes qui en sont issues seront présentéesﬂ En particulier, le modele
multipolaire de Hansen et Coppens de la densité électronique atomique sera détaillé. La transfé-
rabilité des parameétres de ce modeéle entre atomes de méme type ainsi que la possibilité d’obtenir

les propriétés électrostatiques des molécules par cette approche seront finalement décrites.

1.2.1 Cristallographie quantique

L’expression « cristallographie quantique » apparait pour la premieére fois en 1995 dans I’'ar-
ticle de L. Massa, L. Huang et J. Karle [Massa et al., 1995]. Elle définit alors le domaine
regroupant les méthodes pour, d’une part, affiner les calculs de mécanique quantique a ’aide de
données cristallographiques et pour, d’autre part, améliorer les données de cristallographie et la
détermination des modeles moléculaires par des approches de mécanique quantique. Ce terme
formalise le lien historique entre la cristallographie et la mécanique quantique [Macchi, 2020)].
En effet, alors que la physique quantique en était a ses débuts, des physiciens tels que P. Debye
et A. Compton ont pergu I'arrivée des techniques de diffraction des rayons X par les cristaux
comme une opportunité pour améliorer leur compréhension de la distribution des électrons dans

les atomes [Debye, 1915, Compton, 1915|. Par exemple, I'expérience de diffraction des rayons

4. Les développements effectués dans le cadre de ce projet doctoral visant & étre appliqués aux molécules
biologiques, seule la dimension moléculaire des méthodes présentées sera discutée dans cette partie ainsi que
dans ’ensemble de ce manuscrit, bien que la plupart de ces méthodes soient également applicables aux composés
non-moléculaires de types ioniques, organo-métalliques ou autre.
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X par le cristal de diamant [Bragg et Bragg, 1913] a permis d’observer la densité électronique
autour d’un atome de carbone lié & quatre autres atomes et a ainsi montré le potentiel de la
cristallographie pour comprendre les liaisons chimiques. Par ailleurs, les expériences de diffrac-
tion des électrons, une autre méthode de cristallographie, ont appuyé la théorie de la dualité
onde-corpuscule proposée par Louis de Broglie |[de Broglie, 1926], pour laquelle il a été récom-
pensé par le prix Nobel de physique en 1929. Les avancées théoriques de la mécanique quantique
ont aussi été a 'origine d’importants progres dans I'interprétation des données issues des expé-
riences de diffraction de rayons X. Le traitement quantique de la diffusion a permis de mieux
comprendre la corrélation entre la densité électronique et les intensités des rayons X diffusés
par les cortéges électroniques des atomes dans le cristal. Les facteurs de forme atomiques, qui
sont nécessaires pour le calcul des facteurs de structure[ﬂ ont été obtenus par des méthodes de

mécanique quantique sur la base de modeles théoriques d’atomes isolés.

De nos jours, la cristallographie quantique peut étre définie comme le domaine scientifique
qui a pour objectif d’étudier les propriétés et les phénomenes en lien avec ’état cristallin et
qui ne peuvent étre expliqués que par les lois de la mécanique quantique |Genoni et al., 2018,
Macchi, 2020]. De nombreuses approches ont vu le jour pour répondre aux problématiques
qui en découlent. Dans la volonté de déterminer expérimentalement la fonction d’onde d’un
systéme, les méthodes "X-ray Constrained Wavefunctions" (XCW) |Jayatilaka, 1998, Jayatilaka
et Grimwood, 2001] ont été mises au point, conciliant des données de diffraction des rayons X
et calculs quantiques. En effet, ces méthodes XCW permettent d’affiner la fonction d’onde de
maniere & reproduire les facteurs de structure expérimentaux tout en minimisant 1’énergie du
systéme.

D’autres approches ont pour objectif de décrire finement la densité électronique moléculaire
a partir des données de cristallographie. En effet, les méthodes classiques d’affinement de struc-
tures atomiques font appel au modele des atomes indépendants (IAM pour "Independent Atom
Model") pour modéliser la distribution électronique. Dans ce modeéle, les atomes sont neutres et
indépendants et leurs densités électroniques ont une symétrie sphérique, ce qui permet de n’avoir
que les coordonnées atomiques et les parametres d’agitation thermique a affiner contre les in-
tensités ou les facteurs de structure expérimentaux. Cependant, le modele IAM ne permet pas
de tenir compte des transferts de charge ni de représenter les électrons des liaisons chimiques ou
des doublets non-liants. De plus, les longueurs des liaisons chimiques faisant intervenir un atome
d’hydrogene obtenues par ce modeéle sont trop courtes par rapport aux valeurs de références
qui sont fournies par les expériences de diffraction des neutronsﬁ L’approche d’affinement HAR
pour "Hirshfeld Atom Refinement" [Jayatilaka et Dittrich, 2008,|Capelli et al., 2014] va au-dela
du modele TAM en proposant pour le calcul des facteurs de structure de remplacer les facteurs
de formes atomiques classiques, qui sont calculés a partir d’atomes isolés, par des facteurs de
formes atomiques asphériques, obtenus a partir des atomes dans leur environnement moléculaire

et calculés a chaque pas de la procédure itérative d’affinement. Ces facteurs de formes asphé-

5. Le facteur de structure F'(h,k,[) est défini & partir des facteurs de diffusion atomiques f; et des positions
atomiques r; = (x;,y;,2;) selon : F(h,k, 1) = Zj fiet2m(heithyi+lz3) oy Pindice j porte sur les atomes de la
maille élémentaire.

6. L’ouvrage |[Bacon, 1975] est souvent proposé comme référence pour une introduction aux méthodes cristal-
lographiques reposant sur la diffraction des neutrons.
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riques sont déterminés par méthodes ab initio de chimie quantique en utilisant la partition de
Hirshfeld [Hirshfeld, 1977] pour subdiviser la molécule en "atomes de Hirshfeld" et décomposer
la densité électronique moléculaire en densités atomiques asphériques. Les parametres atomiques
ainsi obtenus sont tres précis mais le fait que les facteurs de forme soient calculés a chaque itéra-
tion de I'affinement implique que le colit computationnel de cette approche augmente fortement
avec la taille du systeme étudié, ce qui compromet son application directe aux macromolécules
biologiques.

Une autre méthode permettant de dépasser les limitations du modele TAM est le modele
multipolaire de la densité électronique atomique de Hansen et Coppens |[Hansen et Coppens,
1978|. Ce modele propose des fonctions analytiques paramétrées capables de rendre compte de
I’asphéricité de la densité électronique atomique due aux liaisons chimiques et a la présence de
paires d’électrons non-liantes notamment. C’est sur la base du modele de Hansen et Coppens
que sont construites les distributions électroniques utilisées pour développer les descripteurs
électrostatiques développés dans cette these. Je vais donc a présent décrire ce modele plus en
détail.

1.2.2 Modele multipolaire de Hansen et Coppens
Le modeéle TAM

Pour décrire la densité électronique moléculaire, un des modeles les plus simples est le mo-
dele IAM mentionné dans la section précédente. Dans ce modele, des fonctions gaussiennes ou
des fonctions de Slater 1s sont utilisées pour modéliser la distribution isotrope des électrons
autour du noyau. Il est classiquement employé lors d’affinements structuraux pour lesquels les
données de diffraction des rayons X disponibles n’atteignent pas une résolution subatomique car
il permet de limiter les paramétres a affiner aux positions atomiques et aux parametres d’agi-
tation thermique. Néanmoins, cette limitation se fait au prix de la précision du modele car la
symétrie sphérique qu’il impose a la densité électronique atomique I’empéche de caractériser cer-
tains aspects tels que les électrons des liaisons chimiques et des doublets non-liants. Les nuages
électroniques ne sont pas sphériques, car ils sont déformés par les interactions interatomiques
notamment, et les atomes dans les molécules ne sont pas neutres.

Une variante du modele TAM est le modele des diffuseurs interatomiques IAS (pour "Interato-
mic Scatterers") dans lequel la densité électronique sphérique est modélisée autour des noyaux
mais aussi autour de diffuseurs artificiels localisés sur des concentrations locales d’électrons tels
que les liaisons covalentes |[Hellner, 1977, /Afonine et al., 2007]. Plus récemment, le modele des
atomes sphériques réels et virtuels (VIR) [Nassour et al., 2017] a repris cette idée en ajoutant des
charges partielles aux centres de diffusion interatomiques qui sont ajustables contre les données

de diffraction des rayons X.

Le formalisme kappa

Une autre évolution fut le formalisme kappa [Coppens et al., 1979] qui introduit une sépara-

tion des descriptions des électrons de coeur et des électrons de valence. La densité électronique
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atomique patom () s’exprime alors sous la forme de deux termes :

patom('r) = pcore('r) + Pva1/€3pval(/{'r)' (11)

Deux nouveaux parametres atomiques a affiner apparaissent dans ce modele : la population
de valence Py, et le coefficient d’extension-contraction k. Les termes peore(r) €t pyai(r) sont
les densités électroniques atomiques a symétrie sphérique de coeur et de valence obtenues par
calculs théoriques de chimie quantique. Les fonctions orbitales calculées par C. Roetti et E.
Clementi [Roetti et Clementi, 1974] sont souvent utilisées pour obtenir ces densités électroniques.
Comme dans le modele IAM, la densité électronique atomique décrite par le formalisme kappa
est isotrope mais l'introduction des deux parametres supplémentaires le rend plus réaliste car la
charge totale de I’atome n’est plus nécessairement nulle et les transferts de charge entre atomes
sont permis. La population de valence P, permet en effet d’ajuster le nombre d’électrons
dans la couche de valence de I'atome et est liée a la notion de charge partielle atomique. Le
coefficient x module la dépendance radiale de la densité de valence sphérique en permettant
son extension pour k < 1 et sa contraction pour x > 1. Dans les figures et la
comparaison entre le modele TAM et le formalisme kappa est illustrée dans la molécule N-
méthylacétamideﬂ La principale différence entre ces deux modeles se trouve sur les atomes
d’hydrogene des groupements méthyles pour lesquels une densité significative apparait dans le

formalisme kappa mais pas dans le modele TAM.

Le modeéle multipolaire de Hansen et Coppens

Le modeéle multipolaire de Hansen et Coppens [Hansen et Coppens, 1978| ajoute au forma-
lisme kappa la contribution non-sphérique des électrons de valence grace a un troisieme terme

de forme multipolaire dans la description de la densité électronique atomique :

patom(r7 97 90) = pcore(r) + Pvﬁgpval(ﬁr) + Z "il3Rl(H/7‘) Z ledlm(07 SD) (12)
=0 m=—I

Les fonctions R;(r) sont les fonctions radiales de Slater et les fonctions dj,, (6, ) sont les fonctions
harmoniques sphériques réelles. Les coordonnées (r, 8, @) sont définies dans une base cartésienne
orthogonale centrée sur le noyau et qui permet de tirer profit des symétries locales des liaisons
chimiques pour réduire le nombre de parametres du modele. Les parametres Py, sont les popu-
lations de valence multipolaires et le parameétre s’ est le coefficient d’extension-contraction mul-
tipolaire. Le développement multipolaire est généralement tronqué aux quadrupdles (Ipmax = 2)
pour les atomes d’hydrogene, aux octupdles (Imax = 3) pour les atomes de couche de valence 2s2p

(carbone, oxygene, azote) et aux hexadécapoles (Iymax = 4) pour les atomes plus lourds. Ces mul-

7. La géométrie de la molécule N-méthylacétamide est extraite du jeu de données NENCI2021 [Sparrow et al.,
2021|. J’ai choisi cette molécule pour illustrer la plupart des concepts abordés dans ce manuscrit car elle reproduit
la liaison peptidique, la liaison covalente qui lie les acides aminés entre eux pour former la chaine principale des
protéines. Dans la suite du manuscrit, cette molécule apparaitra en complexe avec la molécule de méthanol dans
une géométrie d’équilibre également extraite du jeu de donnée NENCI2021. Les propriétés électrostatiques qui
seront représentées dans ce complexe ont été calculées a partir de la densité électronique moléculaire reconstruire
par transfert des parametres multipolaires ELMAM?2 (voir section pour plus de détails) et & I'aide de la suite
logiciel MoPro [Jelsch et al., 2005]|.
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(a) Modele TAM (b) Formalisme kappa (¢) Modéle multipolaire

F1GURE 1.1 — Comparaison des densités électroniques obtenues par le modele IAM, le forma-
lisme kappa et le modele multipolaire.

L’isosurface p(r) = 2,0 e.A™% de la densité électronique moléculaire du N-méthylacétamide est représentée en
bleu dans le cadre (a) du modele IAM (Independent Atom Model), (b) du formalisme kappa et (¢) du modéle
multipolaire. Le formalisme kappa permet 'extension des densités électroniques des atomes d’hydrogéne (blancs)
des groupements méthyle qui ne sont pas visibles dans le modele TAM. Les densités électroniques des atomes
d’oxygene (rouge) et d’azote (bleu) sont également légérement plus étendues dans le formalisme kappa que dans
le modele TAM et portent alors des charges partielles reflétant leurs électronégativités. Le modele multipolaire
ajoute les déformations de la densité dues aux liaisons chimiques et au paires d’électrons non-liantes de ’atome
d’oxygene.

tipOles permettent de décrire les déformations anisotropes de la densité électronique atomique
dans les directions des liaisons chimiques et des paires d’électrons non-liantes. La comparaison
du modele multipolaire avec les modeles a symétrie sphérique est illustrée par la figure
dans laquelle la contribution multipolaire est particulierement visible sur la liaison peptidique
tandis qu’elle n’apparait pas dans le modéle IAM ni dans le formalisme kappa. La figure [I.2]
représente les contributions des trois termes du modele multipolaire a la densité électronique
atomique totale. Les distributions sphériques des électrons de coeur (figure et de valence
(figure sont centrés autour des noyaux tandis que les déformations multipolaires (figure
mettent en évidence les concentrations d’électrons sur les liaisons covalentes et sur les
doublets non-liants de I’atome d’oxygene ainsi que les déplétions d’électrons autour des atomes
d’hydrogene, notamment.

La notion de pseudo-atome multipolaire introduit la description d’un atome dans son envi-
ronnement moléculaire par la définition de la distribution asphérique de ses électrons selon le
modele multipolaire. La densité électronique multipolaire d’une molécule est alors définie comme

I’'union des densités électroniques des pseudo-atomes qui la composent.

Le modele multipolaire introduit beaucoup plus de parameétres & affiner que le modele IAM
et nécessite donc de disposer de données expérimentales de trés bonne qualité, mesurées a tem-
pérature cryogénique et de résolution subatomique. Bien qu’il existe quelques structures de
macromolécules biologiques recensées dans la PDB qui ont été affinées a une résolution in-
férieure & 0,6A [Jelsch et al., 2000, Brzezinski et al., 2011,|Schmidt et al., 2011, Hirano et al.,
, ces systemes conservent une flexibilité et une dynamique importantes dans 1’état cristallin

qui empéchent I'affinement de ’ensemble des parametres du modele multipolaire. En revanche,
ces parametres devraient étre similaires entre pseudo-atomes de méme type, ce qui permet de

transférer ceux qui ont été obtenus a tres haute résolution pour de petites molécules vers des
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(a) Contribution sphérique des (b) Contribution sphérique des (c) Déformation multipolaire
électrons de coeur électrons de valence des électrons de valence

FIGURE 1.2 — Illustration des trois contributions du modeéle multipolaire de la densité électro-
nique : électrons de coeur & symétrie sphérique, électrons de valence a symétrie sphérique et
déformations multipolaires des électrons de valence.

Les isocontours, a intervalle de densité dp(r) = 0,1 e.A™3, correspondant aux trois contributions du modéle
multipolaire & la densité électronique moléculaire du N-méthylacétamide sont représentés par des lignes continues
dans le plan de la liaison peptidique. Les contours bleus représentent des isovaleurs positives de la densité, les
contours rouges des isovaleurs négatives et les contours jaune 'isovaleur nulle. (a) Les distributions sphériques des
électrons de cceur sont concentrées autour des noyaux. (b) Les contributions sphériques des électrons de valence
prennent en compte la présence de charges partielles notamment sur les atomes d’oxygene et d’hydrogene dans ce
plan. Notons que la plupart des atomes d’hydrogene ne sont pas dans me plan de cette figure. (c¢) Les déformations
multipolaires font apparaitre des zones d’accumulation d’électrons, sur les liaisons chimiques et aux positions des
doublets non-liants de ’atome d’oxygene, ainsi que des zones de déplétion d’électrons notamment & proximité des
atomes d’hydrogene dans la direction opposée a celle de la liaison covalente.

structures de macromolécules biologiques. Cette approche est utilisée pour améliorer I'affine-
ment des structures en prenant en compte la déformation asphérique de la densité électronique
tout en gardant les parametres du modele multipolaire fixes lorsque la structure est obtenue a
résolution proche de la résolution atomique. De plus, un modele fin de la densité électronique
moléculaire peut tout de méme étre reconstruit par transfert des parametres multipolaires afin
de dériver avec précision les propriétés électrostatiques du systeme. En pratique, ce principe de
transférabilité est mis en ccuvre grace a ’existence de bases de données de parametres du modele

multipolaire qui vont étre présentées dans la section suivante.

1.2.3 Transferabilité des parametres de densité électronique atomique du

modele multipolaire

Il a été montré que les parametres atomiques Pyal, &, P, et k' du modele multipolaire de la

densité électronique apparaissant dans 1’équation [I.2]sont trés similaires pour des atomes appar-

tenant & un méme type atomique [Pichon-Pesme et al., 1995]. Un type atomique est défini par

un ensemble de propriétés chimiques - incluant notamment la nature de 1’élément chimique, son
environnement covalent et sa géométrie dans la molécule - qui permet de regrouper les pseudo-
atomes multipolaires comparables apparaissant dans des molécules différentes. Les parametres
du modele multipolaire sont donc transférables entre pseudo-atomes d’un méme type atomique.
Cette approche a été introduite en 1991 avec 1’étude de C. Pratt-Brock, J. D. Dunitz et F.
L. Hirshfeld [Brock et al., 1991] dans laquelle ils ont transféré les populations de valence des

pseudo-atomes du péryléne aux pseudo-atomes équivalents du naphtalene et de I’anthracéne dans
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le but d’améliorer I'affinement et la détermination des parametres de déplacement thermique.
Quelques années plus tard, V. Pichon-Pesme, C. Lecomte et H. Lachekar |[Pichon-Pesme et al.,
1995] ont proposé de regrouper dans une base de données les parameétres du modele multipolaire
de divers types atomiques affinés contre des facteurs de structure obtenus par diffraction des
rayons X a trés haute résolution. Ainsi, ces parametres peuvent étre réutilisés pour améliorer
I’affinement d’autres composés. En effet, si les données cristallographiques ne sont pas de qualité
et de résolution suffisantes, 'affinement de ’ensemble des parametres du modele multipolaire ne
peut pas étre réalisé. Une alternative est alors de transférer ces parametres multipolaires pour
affiner la structure en prenant tout de méme en compte ’asphéricité de la densité électronique
afin d’améliorer la qualité des autres parametres du modele, c¢’est-a-dire les positions atomiques
et les parametres thermiques. Le terme affinement TAAM (pour "Transferable Aspherical Atom
Model") a été introduit par K. Wozniak et ses collégues [Bak et al., 2009] pour qualifier ce type
d’affinement. L’autre application importante issue du transfert des parametres du modele multi-
polaire est le calcul des propriétés électrostatiques. La densité électronique d’une molécule peut
étre modélisée uniquement a partir des positions de ses atomes en la reconstruisant dans une
approche "LEGO" & partir des densités transférées des pseudo-atomes. La densité moléculaire
ainsi obtenue est de qualité comparable aux densités calculées par méthodes de chimie quan-
tique [Meyer et al., 2016b], elle est capable de décrire les détails fins de la structure électronique.
De nombreuses propriétés peuvent donc étre dérivées avec précision de cette densité transférée

comme par exemple le potentiel électrostatique ou 1’énergie d’interaction électrostatique.

Les bases de données de parameétres multipolaires

La premiere base de données de parameétres du modele multipolaire fut la librairie ELMAM
(Experimental Library of Multipolar Atom Model), développée par les équipes du laboratoire
CRM2 et qui propose des parameétres d’origine expérimentale |[Pichon-Pesme et al., 1995]. Pour
chaque type atomique, les parametres correspondants ont été affinés contre des facteurs de struc-
ture issus de la diffraction des rayons X a tres haute résolution sur plusieurs dizaines de cristaux
moléculaires. Ces parametres ont ensuite été moyennés pour gommer les influences des inter-
actions intermoléculaires. Il en résulte un ensemble de parametres transférables & de nombreux
types de pseudo-atomes compatibles. A l'origine, la librairie ELMAM contenait essentiellement
des parameétres obtenus a partir de cristaux de peptides [Jelsch et al., 1998, Pichon-Pesme et al.,
2000] grace auxquels des affinements TAAM de protéines ont pu étre réalisés : [Jelsch et al.,
2000, Housset et al., 2000,|Guillot et al., 2001,|Guillot et al., 2008, Schmidt et al., 2011]. A pré-
sent, la librairie ELMAM2 [Domagala et al., 2012| contient les parametres de tous les types
atomiques présents dans les 20 acides aminés protéinogenes pour l'affinement de protéines [Held
et van Smaalen, 2014}|Zarychta et al., 2015,Howard et al., 2016, Hirano et al., 2016], ainsi que de
nombreux types atomiques rencontrés couramment dans les composés organiques. La suite logi-
ciel MoPro [Jelsch et al., 2005, Guillot et al., 2014], également développée au sein du laboratoire
CRM2, fournit des outils faciles a utiliser pour réaliser les affinements TAAM et pour le calcul
des propriétés électrostatiques a partir du transfert des parametres multipolaires contenus dans
la librairie ELMAM?2.

Au début des années 2000, T. Koritsanszky, A. Volkov et P. Coppens [Koritsanszky et al.,
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2002 ont proposé de créer une base de données de parametres du modeéle multipolaire d’origine
théorique. Ils ont ainsi développé, avec P. M. Dominiak notamment, la base de données UBDB
("University at Buffalo pseudoatom DataBank") [Dominiak et al., 2007, Jarzembska et Dominiak,
2012 |[Kumar et al., 2019] qui est aujourd’hui incluse dans la base de données MATTS ("Mul-
tipolar Atom Types from Theory and Statistical clustering") [Jha et al., 2022, Rybicka et al.,
2022|. Les parametres UBDB/MATTS ont été affinés contre des facteurs de structure théoriques
dérivés de densités électroniques calculées par des méthodes ab initio de chimie quantique, sur
la base des géométries des molécules extraites de la Cambridge Structural Database |Groom
et al., 2016]. Comme ceux de la librairie ELMAM?2, les parameétres UBDB/MATTS de chaque
type atomique ont été moyennés sur un échantillon issu de plusieurs molécules contenant des
pseudo-atomes correspondant a ce type atomique.

La base de données GID ("Generalized Invariom Database") [Dittrich et al., 2004, |Dittrich
et al., 2006} Dittrich et al., 2013] propose également des parameétres du modele multipolaire
d’origine théorique. Les types atomiques de cette base de données sont appelés Invarioms ou
atomes invariants et sont déterminés de fagon unique, c¢’est-a-dire que leurs parametres ne sont
pas moyennés sur plusieurs molécules contrairement aux autres approches. En effet, pour chaque
Invariom, une unique structure est modélisée en faisant apparaitre explicitement ses plus proches
voisins et en remplagant ses voisins plus éloignés par des atomes d’hydrogene. Les facteurs de
structure théoriques sont obtenus a partir de ces modeles moléculaires par calculs de chimie

quantique et sont utilisés pour affiner les parameétres du modele multipolaire GID.

Applications du transfert des pseudo-atomes multipolaires

La librairie ELMAM2 est la seule a étre basée sur des données expérimentales mais 1’avan-
tage des bases de données de parametres d’origine théorique MATTS et GID est de ne pas étre
limitées en termes de systémes d’application, ce qui leur permet de fournir des parametres pour
la plupart des types atomiques apparaissant dans les petites molécules organiques, les protéines,
I’ARN et 'ADN ainsi que les ions présents dans les systémes biologiques. Le premier objectif
commun & ces trois approches est d’améliorer la résolution des structures atomiques en per-
mettant la modélisation de la densité électronique non-sphérique, sans ajouter de parametres a
affiner. Cet affinement TAAM permet de déconvoluer les effets d’agitation thermique des défor-
mations de la densité électronique de valence et donc d’obtenir des parametres de déplacements
thermiques de meilleure qualité que ceux obtenus par affinement TAM [Bak et al., 2011]. Les
longueurs de liaison impliquant des atomes d’hydrogene sont plus proches des valeurs de réfé-
rence de diffraction neutrons et les électrons des doublets non-liants et des liaisons chimiques
sont décrits par la modélisation TAAM la densité électronique. Généralement, les affinements
TAAM sont appliqués aux données issues des expériences de diffraction des rayons X mais la
base de données MATTS permet de réaliser cet affinement aussi a partir de données de diffrac-
tion des électrons et de microscopie électronique |Gruza et al., 2020l Jha et al., 2021, Kulik et al.,
2022]. Au-dela de laffinement de structures, le transfert des parameétres du modele multipolaire
permet de modéliser une densité électronique moléculaire précise a partir de laquelle certaines
propriétés électrostatiques peuvent étre extraites. En effet, 'analyse de la densité électronique

transférée permet de caractériser les interactions dans les complexes enzymatiques [Liebschner
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et al., 2011, Malinska et al., 2014,|[Held et van Smaalen, 2014, Zarychta et al., 2015]. De plus,
I’énergie d’interaction électrostatique peut étre estimée a partir du modele multipolaire de la
densité électronique [Li et al., 2002, Volkov et al., 2004b, Dominiak et al., 2007, Dominiak et al.,|
2009, Fournier et al., 2009,[Jarzembska et Dominiak, 2012, Kumar et al., 2014b,Malinska et al.)
2015 Malinska et Dauter, 2016, Kumar et Dominiak, 2021}, Vukovi¢ et al., 2021]. Il permet aussi
de calculer le potentiel électrostatique moléculaire [Muzet et al., 2003 Malinska et al., 2014,Ma-|
linska et Dauter, 2016} Dittrich et Luger, 2017, Weatherly et al., 2021] et les lignes de champ
électrique [Howard et al., 2016]. Les trois bases de données ELMAM, UBDB et GID ont été

comparées entre elles, a des méthodes expérimentales directes et a des méthodes purement théo-

riques, a la fois pour l'affinement structurale et pour le calcul des propriétés électrostatiques [Bak
et al., 2011]. Par ailleurs, il existe également des bases de données permettant de reconstruire

la fonction d’onde moléculaire & partir de fragments tels que les ELMO ("Extremely Localized

Molecular Orbitals") [Sironi et al., 2007] qui sont des orbitales moléculaires strictement localisées

sur de petits fragments moléculaires comme un atome seul, une liaison covalente ou groupement
chimique. La transférabilité des ELMO a été établie et comparée avec celle des pseudo-atomes
du modele multipolaire [Meyer et al., 2016a,Meyer et al., 2016b,Meyer et Genoni, 2018], ce qui
leur permet d’étre utilisés pour les affinements HAR ("Hirshfeld Atom Refinement") [Malaspina

et al., 2019] mentionnés dans la section m

Densité électronique transférée et interactions intermoléculaires

Les parameétres multipolaires de ces bases de données ne tiennent pas compte des influences
intermoléculaires de ’environnement local. La densité électronique reconstruite a partir du trans-
fert de ces parametres est dite non-perturbée par ’environnement non-covalent, c’est-a-dire que
les effets de polarisation mutuelle entre les densités électroniques de deux molécules en interaction
sont sous-estimés, voire négligés. Or, ces effets jouent un réle important pour la compréhension de
certains processus, notamment pour ’étude des interactions dans les complexes protéine-ligand.
Pour retrouver ces aspects intermoléculaires, la base de données ELMAM?2 fournit, en plus des
parametres atomiques du modele multipolaire d’origine expérimentale, des polarisabilités ato-

miques anisotropes moyennes d’origine théorique et qui sont transférables entre pseudo-atomes

similaires [Leduc et al., 2019]. La polarisabilité est la grandeur qui traduit la capacité de la den-

sité électronique a se déformer en réponse a I'application d’un champ électrique extérieur. Pour
chaque type atomique i, le tenseur de polarisabilité «; de la librairie ELMAM?2 a été dérivé du
moment dipolaire g obtenu par 'intégration de la quantité r x p(r) dans le bassin atomiqueEl, ou
p(r) est calculée par méthode de chimie quantique et soumise & un champ électrique externe E.
Les éléments du tenseur de polarisabilité a; sont alors définis comme : [oy];,, = ;E%, ol les

indices I, m = {x,y, z} portent sur les composantes des vecteurs p et E.

Gréce a la procédure développée par T. Leduc [Leduc et al., 2019], le transfert de ces tenseurs

de polarisabilité a; est employé pour polariser la densité électronique d’un groupement d’atomes
A sous linfluence d’un groupement d’atomes B et inversement, A et B pouvant étre deux

molécules distinctes, un site actif d’enzyme et un substrat ou encore deux domaines d’une méme

8. Les bassins atomiques sont définis dans le cadre de la théorie Atoms in Molecule de Bader qui sera présentée
dans la section m
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protéine par exemple. Dans cette procédure auto-cohérente, les moments dipolaires atomiques

W;c o induits sur le groupement A sont calculés a chaque itération d’apres la relation :
Bica = @ica * Ep(rica), (1.3)

ou Ep(rica) est le champ électrique généré par le groupement B et ressenti a la position de
I'atome i du groupement A. Les moments dipolaires p ;¢ p induits sur les atomes du groupement
B sont calculés de facon similaire. Ces dipdles induits sont ensuite injectés dans les populations
dipolaires P; _1, Pio et P11 du modele multipolaire de la densité électronique pour l'itération
suivante. Ces étapes de calculs sont répétées jusqu’a ce que le critere de convergence soit atteint,
c’est-a-dire jusqu’a ce que les normes des dipéles induits y; soient toutes inférieures & 10~% e.A.
Cet algorithme de polarisation a été implémenté [Leduc et al., 2019] dans le logiciel MoProViewer
[Guillot et al., 2014] de la suite MoPro.

En résumé,

les méthodes de cristallographie quantique sont issues de la combinaison des données ex-
périmentales de cristallographie et des modeéles de mécanique quantique. Parmi ces méthodes,
certaines ont été développées pour modéliser la densité électronique ou la fonction d’onde d’un
systeme afin d’en déterminer les propriétés. En particulier, le modele multipolaire de la den-
sité électronique permet de décrire les détails fins de la distribution des électrons comme les
liaisons chimiques et les paires d’électrons non-liantes. Les parametres de ce modele peuvent
étre affinés contre les données issues des expériences de diffraction des rayons X quand celles-ci
sont de qualité et de résolution suffisantes. Lorsque ce n’est pas le cas, ces parametres peuvent
étre transférés depuis des bases de données d’origine expérimentale, c’est le cas de la librairie
ELMAMZ2, ou d’origine théorique, pour les bases de données MATTS et GID. Le transfert des
parametres multipolaires permet de réaliser des affinements TAAM, c’est-a-dire des affinements
ol les déformations asphériques de la densité électronique sont modélisées sans ajouter de para-
metres a affiner. Cette transférabilité permet également de reconstruire la densité électronique
d’un systeme afin d’en dériver ses propriétés électrostatiques telles que le potentiel électrosta-
tique, le champ électrique ou I’énergie d’interaction électrostatique. Ces approches ont déja été
mises en oeuvre pour ’étude de systémes protéine-ligand. Le transfert de tenseurs de polari-
sabilité ajoute la possibilité de modéliser la polarisation mutuelle des densités électroniques de
deux groupements d’atomes en interaction. Dans la suite de ce manuscrit, les descripteurs issus
des champs scalaires moléculaires que sont la densité électronique et le potentiel électrostatique
seront discutés. Puis, des méthodes de modélisation de 1’énergie d’interaction seront également

présentées.

1.3 Champs scalaires moléculaires et analyse topologique

La diffraction des rayons X par les corteges électroniques des atomes dans les cristaux molé-
culaires est utilisée pour déterminer les structures atomiques des molécules mais ces expériences
permettent également d’aller plus loin et de proposer un modele de la densité électronique

moléculaire. Comme exposé dans la section le modele multipolaire de Hansen et Cop-
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pens [Hansen et Coppens, 1978| permet de décrire de fagon treés précise la densité électronique
expérimentale. Ce modele fin permet d’extraire les propriétés d’une molécule grace a l’existence
de nombreux descripteurs basés sur la densité électronique et sa topologie. Le potentiel élec-
trostatique moléculaire, qui est un champ scalaire particulierement riche en information sur les
interactions intermoléculaires, est également défini & partir de la densité électronique molécu-
laire et de la distribution des charges positives correspondant aux noyaux. Le premier type de
descripteur que nous avons développé dans le cadre de ce projet doctoral pour la caractérisa-
tion des interactions entre molécules biologiques est justement basé sur I'analyse topologique
du potentiel électrostatique. Dans cette partie, les deux champs scalaires moléculaires, densité

électronique et potentiel électrostatique, ainsi que leur analyse topologique vont étre présentés.

1.3.1 Densité électronique moléculaire

Le lien entre densité électronique et propriétés moléculaires a été formalisé d’un point de vue
théorique dans le cadre du premier théoréme de Hohenberg et Kohn [Hohenberg et Kohn, 1964] et
de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT). Grace aux méthodes de cristallographie par
diffraction des rayons X, ce lien est également investigué du point de vue expérimental dans les
études de densité de Chargeﬂ pour comprendre les liaisons chimiques covalentes et non-covalentes.
Une des premieres études de densité de charge expérimentale fut réalisée par P. Coppens en 1967
[Coppens, 1967] dans laquelle il a analysé les déformations asphériques de la densité électronique
dans la molécule s-triazine dues aux liaisons chimiques, aux paires d’électrons non-liantes des
atomes d’azote et au caractere aromatique de la molécule. Ces études nécessitent des données
expérimentales de tres haute résolution et de tres bonne qualité pour pouvoir étre appliquées.
C’est pourquoi il a fallu attendre les années 2000 et les avancées techniques des infrastructures
expérimentales et du traitement informatique des données de diffraction des rayons X pour que
I’analyse de la densité de charge expérimentale puisse devenir une étape a part entiere de I’étude
cristallographique des petites molécules [Coppens, 2005]. Pour les macromolécules biologiques,
la densité électronique moléculaire peut étre reconstruite grace au transfert des parametres du
modele multipolaire d’origine expérimentale de la librairie ELMAM2 [Domagala et al., 2012],

comme expliqué dans la section [1.2.3

La théorie quantique des atomes dans les molécules

Les études de densité de charge expérimentale (ou théorique) sont généralement basées sur
lapplication de la théorie quantique des atomes dans les molécules ou QTAIM ("Quantum
Theory of Atoms In Molecules") développée par R. Bader [Bader, 1990]. La QTAIM repose sur

l’analyse topologique de la densité électronique moléculaire p(r) pour décrire la molécule en

9. Les méthodes de densité de charge sont les fondations du domaine de recherche aujourd’hui appelé "Cris-
tallographie Quantique" (voir section . Ces méthodes cherchent a déterminer les propriétés d’un systeéme a
partir de sa distribution de charge d’origine expérimentale ou théorique. Les charges positives Z; des noyaux sont
considérées comme ponctuelles et localisées aux positions R; des noyaux tandis que les distributions continues des
électrons p(r) sont modélisées soit & partir des données de diffraction des rayons X soit & partir de méthodes de
chimie quantique. La distribution de charge totale psot(7) est alors définie par : piot(r) = Zl Zi6(r — R;) + p(r).
Pour aller plus loin sur les méthodes de densité de charge expérimentale et théorique, le lecteur peut se reporter
aux références suivantes : |Tsirelson et Ozerov, 1996}/Coppens, 1997,[Spackman, 1998, |Koritsanszky et Coppens,
2001}|Stalke, 2011, /Gatti et Macchi, 2012,/Chopra, 2012, Dittrich et Matta, 2014,/ Matta, 2014].
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termes de contributions atomiques appelés atomes topologiques. La sommation des propriétés
additives des atomes topologiques permet alors d’obtenir les propriétés de la molécule. Une
application importante de cette méthodologie est la caractérisation des liaisons covalentes et
non-covalentes dans les matériaux et les macromolécules biologiques [Koritsanszky et Coppens,
2001, Gatti et Macchi, 2012].

La topologie d’un champ scalaire est basée sur I'identification de ses points critiques et sur
la partition de l’espace réalisée par la distribution de ses lignes de gradient [Matta et Boyd,
2007]. Un point critique de coordonnées 7. est un point de I’espace ou toutes les composantes
du gradient du champ scalaire sont nulles. Pour la densité électronique p(r) qui est définie en
trois dimensions, un point critique est défini par Vp(r.) = 0. 1l existe différents types de points
critiques : maximum local, minimum local et points-selles. Ils sont classifiés & partir des valeurs

propres de la matrice hessienne H de la densité électronique au point critique définie par :

?p(re)  p(re)  9%p(re) N0 0
Pnire)  Omr Dopire 1
H (p(rc)) = Qgg; 2§y§° Qgg; =10 X O (1.4)
a ( c) a ( C) a ( C)
aZarz Bzgy gzg 0 0 >\3

ol A1, A2 et A3 sont les valeurs propres de H (p(7.)) obtenues apres diagonalisation, qui sont égale-
ment appelées courbures de la densité électronique, dans la base des vecteurs propres (e, ez, e3).
Une courbure \; positive implique un minimum de la densité dans la direction du vecteur propre
e; et une courbure négative, un maximum. Ces courbures sont utilisées pour caractériser les dif-
férents types de points critiques griace aux valeurs (R, S). Le rang R de la matrice hessienne H
correspond au nombre de courbures \; non-nulles et sa signature S est la somme algébrique des
signes des courbures. Puisque la densité est un champ scalaire R, pour un systéme & I’équilibre :
R = 3. La signature S peut prendre quatre valeurs différentes, il existe donc quatre types de

points critiques de la densité électronique moléculaire :

— Point critique (3, —3) : les trois courbures sont négatives, la densité est maximale dans les
trois directions de ’espace. Ces maxima locaux indiquent les positions des noyaux, ils sont
appelés attracteurs des lignes du champ vectoriel Vp(r) et peuvent étre notés NCP pour

"Nucleus Critical Point".

— Point critique (3, —1) : deux courbures sont négatives et la troisiéme est positive, la densité
est minimale selon une direction et maximale dans les deux autres. Sur ces points-selles,
la direction le long de laquelle se trouve le minimum de densité caractérise une liaison
chimique. Le terme BCP pour "Bond Critical Point" est tres fréquemment employé pour

désigner ces points critiques.

— Point critique (3, +1) : deux courbures sont positives et la troisieme est négative, la densité
est minimale dans deux directions formant un plan et maximale selon I'autre direction.
Ces points-selles sont associés a la présence d’un cycle dans la structure moléculaire et

sont notés RCP pour 'Ring Critical Point".

— Point critique (3,43) : les trois courbures sont positives, la densité est minimale dans
les trois directions de ’espace. Ces minima locaux correspondent a des déplétions locales

de densité qui sont notamment rencontrées lorsque la molécule ou ’empilement cristallin
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FIGURE 1.3 — Descripteurs issus de la topologie de la densité électronique moléculaire dans le
complexe N-méthylacétamide - méthanol.

Les points critiques de densité électronique moléculaire, les chemins de liaison non-covalente et les bassins ato-
miques sont illustrés dans le complexe N-méthylacétamide - méthanol. (a) Les points critiques de densités sont
représentés par des sphéres bleues pour les NCP, vertes pour les BCP et cyan pour le RCP. Ce complexe ne pré-
sente pas de structure en cage, c’est pourquoi aucun CCP n’apparait. Les NCP sont tous situés sur des noyaux.
Les BCP sont localisés sur les liaisons covalentes mais aussi sur les deux liaisons hydrogene entre de l’atome
d’oxygene du méthanol et deux atomes d’hydrogéne du N-méthylacétamide. Ces deux liaisons hydrogeéne sont
également caractérisées par deux chemins de liaison non-covalente représentés par des lignes vertes. Par soucis de
clarté, les chemins de liaison covalente ne sont pas représentés ici. Un RCP apparait entre les deux molécules bien
qu’il n’y ait pas de cycle moléculaire complet. (b) Les surfaces entourant les bassins atomiques associés & chaque
atome des deux molécules sont représentées par des maillages blancs pour les atomes d’hydrogene, gris pour les
atomes de carbone, bleus pour les atomes d’azote et rouges pour les atomes d’oxygene. Dans cet exemple, les
bassins ont été tronqués & une valeur de densité de 107* e.A 73,

forme une structure de cage, par exemple dans les molécules de type fulleréne [Wagner

et al., 2002]. Ces points critiques peuvent étre appelés CCP pour "Cage Critical Point".

Les différents types de points critiques de densité électronique apparaissant dans le complexe
N-méthylacétamide - méthanol sont représentés dans la ﬁgure Les NCP (ou maxima locaux
(3, —3)) sont bien positionnés sur chacun des 18 noyaux du complexe. Des BCP (ou points-selles
(3, —1)) sont localisés sur chaque liaison covalente des deux molécules mais aussi sur deux liaisons
non-covalentes, de type liaison hydrogene, entre 'oxygene du méthanol et les hydrogenes du N-
méthylacétamide. Un unique RCP (ou points-selles (3, +1)) apparait car, bien que les molécules
ne présentent pas de cycle moléculaire complet, la structure du complexe forme un pseudo-cycle
autour de la position de ce RCP. Le systeme ne comportant pas de structure en cage, il ne
possede aucun CCP.

Les nombres de points critiques de chaque type dans un systeme pseudo-isolé obéissent a la

relation de Poincaré-Hopf :

nNcp — NBCP + MRCP — nocp = 1, (1.5)
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ol nncp est le nombre de points critiques de type NCP, et de méme pour les autres termes.

Pour chaque liaison covalente ou non-covalente caractérisée par un BCP, un chemin de liaison,
souvent noté BP pour "Bond Path", est défini entre les deux atomes participant a la liaison.
Par exemple, dans le complexe N-méthylacétamide - méthanol (voir figure , les BP non-
covalents (représentés par des lignes vertes) caractérisent les deux liaisons hydrogéne entre les
deux molécules, déja identifiées par les BCP de liaisons non-covalentes. Les BP covalents ne
sont pas représentés dans cette figure par soucis de clarté car ils sont superposés aux cylindres
représentant les liaisons covalentes.

En plus des points critiques, I’analyse topologique de la densité électronique repose également

sur la topographie de son gradient Vp(r) = (82(;)’ ag(yr), 6’2(;) ) Les lignes de gradient de densité

convergent toutes vers les maxima locaux, les attracteurs ou NCP, en se regroupant par faisceaux,
chacun associé a un noyau. La surface entourant un faisceau de lignes de gradient de densité est
une surface de flux électronique nul S,, telle que Vp(r) - n(r) =0, Vr € S, et ou n(r) est le
vecteur normal & S,. Dans la théorie QTAIM de Bader, les volumes contenus dans ces surfaces
de flux nul sont appelés bassins atomiques. Chaque bassin atomique ne contenant qu’un seul
noyau, il permet de définir le volume associé a un unique atome et ainsi réaliser une partition de
I’espace. La frontiere entre deux bassins atomiques présente un point critique de type BCP qui
caractérise la présence d’une liaison covalente ou non-covalente. La densité électronique p(7) ne
présentant généralement pas de minimum local, ses lignes de gradient émanent de ’infini avant
de converger sur les noyaux. Les bassins atomiques, qui sont dits ouverts, sont donc de volume
infini pour une molécule pseudo-isolée. Néanmoins, pour pouvoir représenter graphiquement ces
bassins, les extrémités des lignes de gradient sont tronquées & une valeur arbitraire faible de
densité, généralement 0,001 u.a. qui permet (1) de recouvrir un volume trés proche du volume
correspondant aux rayons de van der Waals des atomes en phase gazeuse et (2) d’inclure plus
de 99% de la densité électronique de la molécule [Bader, 1990]. Une illustration des bassins
atomiques dans le complexe N-méthylacétamide - méthanol est proposée dans la figure [I.35] Ces
bassins atomiques définissent la notion d’atome topologique, le volume d’un bassin délimitant

I’espace dans lequel les propriétés associées a ’atome topologique peuvent étre intégrées.

Ces descripteurs topologiques - points critiques, chemins de liaison et bassins atomiques -
sont utilisés pour déterminer les propriétés moléculaires [Matta et Boyd, 2007]. Par exemple,
I'estimation de l'ordre d’une liaison ("Bond Order") a partir de la valeur de la densité p(r) a

la position du BCP permet de distinguer les liaisons covalentes et non-covalentes. Le Laplacien

de la densité V2p(r) = 82’;(;) + 82’;(;) + 82’;(;) permet de localiser les régions de concentration
(V2p(r) < 0) et de déplétion (V2p(r) > 0) locales des électrons. Sa valeur sur le BCP est égale
a la somme des trois courbures : V2p(chp) = A+ Ao+ A3, avec A\; et Ao < 0 et A3 > 0, et
permet de caractériser les différents types de liaisons chimiques. Les densités d’énergie poten-
tielle et cinétique locales peuvent également étre évaluées a partir du Laplacien aux positions
des BCP [Abramov, 1997]. La densité de charge aux points critiques de liaison permet égale-
ment d’estimer les énergies de dissociation pour caractériser par exemple : les liaisons hydrogene
intermoléculaires |[Espinosa et al., 2002], les interactions faibles dans I’ADN [Matta et al., 2006],
les empilements dominés par les interactions entre électrons 7 [Lyssenko et al., 2007, les liaisons

hydrogéne entre zwitterions [Nelyubina et al., 2009], ou encore le role des liaisons hydrogéne
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dans le transfert de charge [Lyssenko et al., 2008|]. Par ailleurs, les charges atomiques, les mo-
ments dipolaires et quadripolaires, les polarisabilités et certains aspects énergétiques du systeme

peuvent étre estimés par l'intégration des opérateurs correspondant dans les bassins atomiques.

Applications aux molécules biologiques

L’analyse topologique de la densité électronique moléculaire est tres largement employée pour
la compréhension des interactions intra- et intermoléculaires [Koch et Popelier, 1995,|Munshi et
Guru Row, 2005a,Munshi et Guru Row, 2005bl[Dominiak et al., 2006,Matta et Boyd, 2007] et de
la réactivité chimique [Bader et al., 1979] des petites molécules organiques ou organométalliques.
Par exemple, la revue de B. Dittrich et C. F. Matta [Dittrich et Matta, 2014] discute des analyses
de densité de charge expérimentale pour les molécules ayant un intérét pharmaceutique. Grace a
la densité électronique reconstruite par transfert des pseudo-atomes asphériques depuis les bases
de données de parametres du modele multipolaire, I’analyse topologique de la densité peut aussi
étre appliquée a ’étude des interactions impliquant des macromolécules biologiques [Muzet et al.,
2003\ Lecomte et al., 2005]|. Par exemple, au-dela des considérations géométriques traditionnelles,
I’analyse topologique de la densité électronique permet de caractériser les liaisons hydrogene
participant a la fixation d’un ligand dans le site actif d’une protéine |[Liebschner et al., 2009]
et entre les groupements carbonyles et amides de la chaine principale stabilisant les hélices des
protéines [Liebschner et al., 2011]. L’identification des contacts d’un ligand dans le site actif
d’une protéine ou avec les molécules d’eau environnantes a également été réalisée a partir de
I’étude des points critiques de liaison non-covalente et des chemins de liaison |Howard et al.,
2016]. Les interactions particuliéres au sein de clusters fer-soufre des métalloprotéines peuvent

également étre investiguées [Hirano et al., 2016).

Autres descripteurs issus de la densité électronique

Les points critiques, les chemins de liaison et les bassins atomiques ne sont pas les seuls des-
cripteurs issus de la densité électronique. Parmi ces descripteurs, peuvent notamment étre cités :
la fonction de localisation des électrons ELF ("Electron Localization Function") |[Becke et Ed-
gecombe, 1990], la fonction source ("Source Function") |[Bader, 1998, Gatti et al., 2003}Farrugia
et Macchi, 2009], les indices de délocalisation des électrons [Bader et Stephens, 1975] et I'indice
d’interaction non-covalente NCI ("Non-Covalent Interaction") |[Johnson et al., 2010]. L’indice
NCI est particulierement intéressant pour ’étude des interactions intermoléculaires dans les ma-
cromolécules biologiques [Laplaza et al., 2021, Mous et al., 2022]. Il permet de visualiser dans
I’espace moléculaire tridimensionnel la localisation et la nature des interactions non-covalentes
qu’elles soient stabilisantes ou non, comme par exemple les liaisons hydrogene et les encombre-
ments stériques [Contreras-Garcia et al., 2011} Saleh et al., 2012]. Il est basé sur la notion de
gradient de densité réduite s(r) défini a partir de la densité électronique moléculaire p(r) et de

son gradient par :

s(r) = [Vo(r)|
2(37T2)1/3p(’r')4/3 ’

(1.6)

En pratique, les isosurfaces de s(r) sont représentées et colorées selon la force et la nature

des interactions qui sont généralement estimées a partir du produit de la densité électronique
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FIGURE 1.4 — Représentation de l'indice d’interaction non-covalente NCI dans le complexe
N-méthylacétamide - méthanol.

L’isosurface s(r) = 0,45 du gradient de densité réduite est représentée dans le complexe N-méthylacétamide -
méthanol. Elle est colorée en fonction de la valeur du produit de la densité électronique p(r) avec le signe de sa
courbure \2. Les deux régions qui se distinguent dans cette représentation de I'indice NCI caractérisent la double
liaison hydrogene de I'oxygene hydroxyle du méthanol avec '’hydrogene du groupement amide et un des hydro-
geénes de groupement méthyle du N-méthylacétamide. Elles correspondent également aux deux points critiques de
liaisons non-covalentes observés dans la figure La liaison hydrogene impliquant I’atome d’hydrogéne amide
est caractérisée par une valeur significativement négative de la quantité sign(A2)p(r), c¢’est une liaison hydrogéne
forte, tandis que celle impliquant ’atome d’hydrogéne méthyle présente une valeur de sign(A2)p(r) proche zéro,
c’est une liaison hydrogene faible.

p(r) et du signe de la deuxiéme valeur propre A2 de sa matrice hessienne car il permet de
traduire la contribution de p(r) dans les directions interatomiques. Le calcul et la visualisation
graphique de l'indice NCI sont implémentés dans le logiciel NCIPLOT [Laplaza et al., 2021].
Le logiciel MoProViewer permet également de représenter I'indice NCI, par exemple dans le
complexe N-méthylacétamide - méthanol (voir figure . Cette représentation met en évidence
deux régions importantes dans ’espace intermoléculaire. La premiere région, caractérisée par
une surface de couleur rouge/orangée, se situe entre l'oxygéne du méthanol et I'hydrogéne du
groupement amide du N-méthylacétamide et présente une valeur significativement négative de
I'indicateur sign(A2)p(7) : il s’agit d’une liaison hydrogene forte. La seconde région, caractérisée
par une surface de couleur vert/bleu, est quant & elle située entre 'oxygéne du méthanol et
I'un des hydrogeénes du groupement méthyle du N-méthylacétamide et sa valeur de sign(A2)p(r)
est tres proche de zéro : il s’agit d’une liaison hydrogene faible. Ces deux liaisons hydrogene
correspondent a celles identifiées par les BCP et les BP de liaison non-covalente dans la figure

L3al

La densité électronique moléculaire p(r) permet également de calculer une propriété tres
importante pour I’étude des interactions intermoléculaires : le potentiel électrostatique molécu-
laire V(7). Dans la section suivante, les descripteurs qui découlent de V(r) vont étre présentés
ainsi que leur role dans la compréhension des mécanismes enzymatiques et des processus de

reconnaissance et de fixation protéine-ligand.
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1.3.2 Potentiel électrostatique et champ électrique moléculaires
Définition du potentiel électrostatique moléculaire

Le potentiel électrostatique moléculaire V' (r) est dérivé de la densité de charge moléculaire
prot () qui peut étre soit calculée théoriquement par méthodes de chimie quantique, soit modéli-
sée a partir des expériences de diffraction de rayons X grace au modele multipolaire notamment
(voir partie . En effet, en considérant les noyaux comme des charges positives ponctuelles Z;

et les électrons comme une distribution continue p(r), V(r) est défini par :

Vi =5 S (m ) s ) |r€(rlz«d3’°" (L7

N 47['60 P

ou l’indice i porte sur les noyaux dans les molécules du systeme. En mécanique moléculaire, le

potentiel électrostatique est souvent calculé a partir de I’équation de Poisson :

_Ptot(T)_

AV (r) = =

(1.8)
Cette expression permet de tenir compte facilement de la permittivité diélectrique du solvant
4. Des serveurs en lignes comme APBS ("Adaptative Poisson-Boltzmann Solver") [Jurrus et al.,
2018] permettent d’obtenir les cartes de potentiel électrostatique calculées & partir des structures
moléculaires en résolvant I’équation pour des distributions de charge des ions du solvant de

type statistique de Boltzmann.

Evaluation du potentiel électrostatique sur les surfaces moléculaires

Des 1970, R. Bonaccorsi, E. Scrocco et J. Tomasi ont montré I'importance du potentiel élec-
trostatique moléculaire pour la compréhension des réactions chimiques en caractérisant les sites
moléculaires susceptibles de subir une attaque électrophile dans une série de 6 petites molécules
a partir de cartes d’isocontours de V(r) [Bonaccorsi et al., 1970]. Plus tard, C. Petrongolo et
J. Tomasi ont suggéré que le potentiel électrostatique pourrait servir de base pour la prédic-
tion et l'interprétation des interactions entre un pharmacophore et sa macromolécule cible en
caractérisant les groupements fonctionnels les plus importants [Petrongolo et Tomasi, 1975|.
Bien que le pouvoir de I'analyse du potentiel électrostatique V' (r) pour la compréhension des
interactions intermoléculaires impliquant des macromolécules biologiques ait déja été accepté a
cette époque, il n’existait pas encore d’outil facile & utiliser pour décrire efficacement V(7). C’est
en partant de ce constat que P. K. Weiner et ses collegues ont proposé en 1982 de représenter
graphiquement V' (r) en colorant une surface entourant la molécule selon la valeur du champ
scalaire correspondant [Weiner et al., 1982]. Pour cela, ils ont utilisé I'estimation du potentiel
électrostatique a partir de distributions de charges ponctuelles sur une surface moléculaire, la
surface d’accessibilité au solvant, afin de colorer par exemple en bleu les régions électropositives,
telles que les groupements donneurs de protons, et en rouge les régions électronégatives, telles
que les accepteurs de protons. Ils ont également montré que ce type de représentation permet de
mettre en évidence les complémentarités électrostatique et stérique dans les complexes protéine-

ligand et qu’il posséde donc un pouvoir prédictif des interactions essentielles a la fixation du
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ligand. Cette approche a notamment été appliquée en chimie pharmaceutique pour I’étude de
la toxicité des molécules organiques [Politzer, 1988 |Murray et Politzer, 2003| et la conception
rationalle de médicaments [Murray et Politzer, 2003, Kumar et al., 2019]. La surface d’accessi-
bilité au solvant est toujours couramment employée comme surface moléculaire pour projeter le
potentiel électrostatique mais de plus en plus d’études utilisent préférentiellement les isosurfaces
de la densité électronique moléculaire [Howard et al., 2016, Malinska et Dauter, 2016} Dittrich
et Luger, 2017|, notamment de l'isovaleur p(r) = 0,002 u.am qui a 'avantage d’entourer les
atomes des molécules d’une surface proche de celle de van der Waals en phase condensée.

La représentation de V(r) sur la surface moléculaire est aujourd’hui trés répandue dans
les études de biologie structurale pour décrire les interactions protéine-ligand. Cependant, elles
reposent généralement sur un potentiel électrostatique déterminé a partir de distributions de
charges ponctuelles issues des champs de force de mécanique moléculaire. La reconstruction de
la densité électronique moléculaire fine a partir du transfert des parametres du modele multi-
polaire des bases de données expérimentale ELMAM/ELMAM?2 et théorique UBDB/MATTS
(voir section permet quant a elle de déterminer le potentiel électrostatique généré par les
macromolécules biologiques avec une précision proche des méthodes quantiques ab initio [Muzet
et al., 2003,[Domagala et al., 2012, Kumar et al., 2019|. Les cartes de potentiel électrostatique
ELMAM/ELMAM2 ont permis de caractériser la complémentarité électrostatique et les proces-
sus de reconnaissance moléculaire dans des systemes variés [Muzet et al., 2003,[Fournier et al.,
2009, Liebschner et al., 2009, Howard et al., 2016]. Par exemple, grace a la caractérisation de
V(r) dans le site de fixation d’une protéine de type phosphate-SBP ("phosphate Solute Binding
Proteins"), la stabilisation préférentielle de la forme HPOi_ du phosphate par cette protéine
a pu étre établie [Liebschner et al., 2009]. Le potentiel électrostatique UBDB/MATTS a éga-
lement permis d’analyser des complexes impliquant des macromolécules biologiques - peptides,
fragments d’ADN et protéines - grace a son évaluation sur les surfaces moléculaires [Malinska
et Dauter, 2016, Kumar et al., 2019]. Dans la figure les surfaces moléculaires du complexe
N-méthylacétamide - méthanol, colorées par l'estimation du potentiel électrostatique issu de
la densité électronique transférée, sont représentées. La complémentarité électrostatique entre
ces deux molécules dans leurs orientations relatives est particulierement visible entre la région
chargée négativement (en rouge) de 'oxygene du méthanol et la région chargée positivement (en
bleu) de I’hydrogene du groupement amide du N-méthylacétamide.

Comme décrit dans la section la librairie ELMAM?2 fournit des polarisabilités aniso-
tropes atomiques qui sont transférables sur les structures des molécules biologiques. Ces po-
larisabilités sont notamment utilisées pour polariser les densités électroniques en fonction des
moments dipolaires mutuellement induits entre deux molécules en complexe [Leduc et al., 2019].
Ces effets d’induction sont visibles dans la représentation du potentiel électrostatique calculé
a partir de la densité électronique polarisée, comme le montre la figure En particulier, la
comparaison entre la figure a partir de la densité électronique transférée, et la figure [1.5b
a partir de la densité électronique polarisée, met en évidence l'effet des dipoles induits sur les

régions des doublets non-liants de 'oxygene du méthanol qui deviennent plus électronégatives

10. L’unité atomique (u. a.) pour la densité électronique est e.ay >, ot e = 1,60.107?C est la charge élémentaire

et ap = 0,529.107%m est le rayon de Bohr. L’unité e.A=3 est également fréquemment utilisée pour la densité

électronique, avec 1 e.A™3 ~ 0,148 e.a53.
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FIGURE 1.5 — Représentation du potentiel électrostatique calculé & partir de la densité
électronique moléculaire (a) transférée et (b) polarisée sur les surfaces moléculaires du complexe
N-méthylacétamide - méthanol.

L’isosurface p(r) = 0,2 e.A™% de la densité électronique moléculaire est représentée dans le complexe N-
méthylacétamide - méthanol. Elle est colorée selon les valeurs prises par le potentiel électrostatique moléculaire
V(r) sur cette surface, indiquées par ’échelle en e.A71 sur la gauche (dégradé du rouge pour les valeurs négatives
au bleu pour les valeurs positives). Le potentiel V(r) a été calculé (a) directement & partir de la densité élec-
tronique reconstruite par le transfert des parametres multipolaires de la base de données ELMAM?2
et (b) aprés avoir appliqué & cette densité reconstruite la procédure de polarisation développée par
T. Leduc [Leduc et al., 2019] et décrite dans la section[[.2.3] Le potentiel issu de la densité transférée (a) montre
la complémentarité électrostatique entre les deux molécules, et plus particulierement entre ’atome d’oxygeéne du
groupement hydroxyle du méthanol et I’atome d’hydrogéne du groupement amide du N-méthylacétamide, qui
est capable de diriger 'approche de ces deux molécules. Le potentiel issu de la densité polarisée (b) caractérise
quant & lui les effets de polarisation mutuelle entre les deux molécules en complexe en exposant un oxygene du
méthanol plus électronégatif et des hydrogénes méthyle du N-méthylacétamide plus électropositifs que dans le cas
non polarisé.

(valeur du V' (r) plus basse) et des hydrogénes du N-méthylacétamide faisant face au méthanol

qui deviennent plus électropositives (valeur de V (7) plus haute).

Le champ électrique moléculaire

Le potentiel électrostatique moléculaire V' (r) permet de définir une autre grandeur tres
importante pour la compréhension des interactions intermoléculaires : le champ électrique molé-
culaire E(r) = =VV(r). En effet, le champ électrique E(r) est directement proportionnel aux
forces électrostatiques qui restent significatives a de longues distances dans l’espace intermolé-
culaire. De plus, s’agissant d’un champ vectoriel, il donne I'information sur la directionnalité
de ces forces pour la compréhension du réle de 'orientation mutuelle des molécules dans les
mécanismes de reconnaissance lors de leur approche. Le terme de « pilotage électrostatique »a

méme été utilisé pour qualifier 'influence des forces électrostatiques sur ’approche d’un ligand

dans la poche de fixation d’une protéine [Wade et al., 1998]. D’un point de vue local, E(r) four-

nit également des indications sur les interactions stabilisantes dans un complexe. Par exemple,
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la description de la topographie et de la densité des lignes de champ électrique entre les bases
d’acides nucléiques a permis de caractériser la force des interactions intermoléculaires dans les
paires de Watson-Crick en fonction de leur état de protonation [Alkorta et al., 2019]. Pour
illustrer I’apparence des lignes de champ électrique dans I’espace intermoléculaire, la figure [1.6
montre dans le complexe N-méthylacétamide - méthanol les lignes de champ électrique éma-
nant des trois atomes d’hydrogéne du N-méthylacétamide faisant face a 'oxygene du méthanol.
Toutes ces lignes de champ se rejoignent sur les deux doublets non-liants de 1'oxygeéne mais
empruntent des chemins différents, étendant ainsi dans ’espace 'influence électrostatique a la
fois des hydrogenes dont elles émergent mais aussi de I’atome d’oxygene qu’elles atteignent.

Le champ électrique moléculaire E(r) semble donc étre une grandeur pertinente pour ’ana-
lyse de la contribution électrostatique aux mécanismes de reconnaissance moléculaire dans les
complexes protéine-ligand. Dans I’étude de la poche de fixation de la protéine FABP ("Fatty
Acid Binding Protein") contenant un acide oléique et un cluster de molécules d’eau [Howard
et al., 2016|, le champ électrique dérivé du potentiel électrostatique moléculaire du complexe a
été caractérisé. L’intensité du champ électrique calculée au centre de la cavité est de 'ordre de
102 V/m. Cet ordre de grandeur correspond aux valeurs obtenues habituellement par mesure
directe de champ électrique dans une cavité de protéine qui peuvent étre réalisées par mé-
thodes de spectroscopie vibrationnelle exploitant 1'effet Stark |Lehle et al., 2005, Suydam et al.,
2006,|Wang et al., 2013]. Une représentation de la distribution des lignes de champ électrique
dans ce complexe FABP - acide oléique - molécules d’eau a également été réalisée par B. Guillot
et A. Podjarny[ﬂ Cette représentation, bien qu’elle ait été fastidieuse a mettre en ceuvre malgré
les outils a disposition dans le logiciel MoProViewer |Guillot et al., 2014], a fourni des résultats
préliminaires prometteurs, justifiant la pertinence de la caractérisation des interactions électro-
statiques dans les protéines par ’étude des lignes de champ électrique. Mon sujet de these est né
du besoin de développements méthodologiques de descripteurs et d’outils permettant de mettre
en place ces études. Plus précisément, mon objectif est de développer des descripteurs basés
sur la topologie du potentiel électrostatique, et donc sur la topographie des lignes de champ

électrique.

Analyse topologique du potentiel électrostatique

Le potentiel électrostatique V' (r) étant un champ scalaire moléculaire, son analyse topolo-
gique peut étre réalisée de maniére similaire a celle la densité électronique p(r) décrite dans
la section précédente. En effet, les points critiques r. de V(r), définis par VV(r.) = 0, sont
également distingués par la paire (R,S) en quatre types : (3,—3), (3,—1), (3,+1) et (3,+3).
Néanmoins, I'interprétation des points critiques de V' (r) différe de celle des points critiques de
p(r). Les maxima locaux (3,—3) de V(r) restent localisés sur les positions des noyaux, comme
dans le cas de p(r). Par contre, les minima locaux (3,+3), qui correspondent & une concentra-
tion locale d’électrons, révelent les localisations des paires d’électrons non-liantes [Kumar et al.,
2014a,/Gadre et Kumar, 2016], qui n’apparaissent pas dans les points critiques de la densité.

Pour les points-selles (3, —1) et (3,41), certains sont équivalents aux points critiques de liaisons

11. Cet aspect n’a pas été publié dans article [Howard et al., 2016| avec le reste de I’étude de la FABP mais a
été introduite par ailleurs dans la revue de C. Matta [Matta, 2014] (voir notamment la figure 18 de cette revue).
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FicUurRE 1.6 — Lignes de champ électrique dans l'espace intermoléculaire du complexe N-
méthylacétamide - méthanol.

Les lignes de champ électrique dérivées du potentiel électrostatique moléculaire dans le complexe N-
méthylacétamide - méthanol sont représentées par les lignes continues, de couleur bleue pour celles émergeant de
I’atome d’hydrogéne du groupement amide du N-méthylacétamide, et de couleurs orange et verte pour les deux
hydrogene des groupements méthyle se trouvant de part et d’autre du N-méthylacétamide. Par soucis de clarté,
seules les lignes de champ émanent de ces trois atomes et s’évanouissant sur les paires d’électrons non-liantes
de I'atome d’oxygeéne du méthanol apparaissent ici. Cette représentation met en évidence de fagon visuelle la
répartition spatiale des forces électrostatiques stabilisant les liaisons hydrogene dans le complexe.

(BCP) et de cycles (RCP) de p(r) mais les autres sont di a la topologie plus complexe de V ()
et ne possédent pas une interprétation en termes de liaison ou d’interaction moléculaire [Gadre]
let Kumar, 2016,/Gadre et Bendale, 1986|Leboeut et al., 1999 Balanarayan et Gadre, 2003,|Mata
et al., 2007, /Anjalikrishna et al., 2019).

Contrairement au gradient de la densité, le gradient du potentiel électrostatique correspond
a une grandeur physique mesurable : le champ électrique moléculaire E(r) = —VV (7). Les
lignes de champ électrique se regroupent par faisceaux démarrant du méme maximum local
(correspondant & un site électrophile) et se terminant sur un méme minimum local (associé a un
site nucléophile). Ces faisceaux, appelés faisceaux primaires, sont entourés par des surfaces de
flux nul du potentiel Sy telles que E(r) + n(r) = 0, Vr € Sy . Les bassins topologiques définis par
ces surfaces de flux nul ne sont pas associés a un unique atome mais a une paire site électrophile
- site nucléophile, a la différence des bassins atomiques de p(r). Notons qu’un sujet de recherche
actuel, mené par E. Espinosa et ses collegues, est la caractérisation de l'intersection entre les
bassins topologiques de la densité électronique et ceux du potentiel électrostatique, permettant de
définir la région d’attraction électrostatique EAR ("Electrostatic Attraction Region") [Espinosa,
. Cette approche a permis d’expliquer les interactions paradoxalement attractives dans les

aggrégats anion-anion [Mata et al., 2015 et cation-cation [Alkorta et al., 2019].

Les faisceaux primaires peuvent étre regroupés selon les sites électrophiles ou selon les sites
nucléophiles auxquels ils sont associés. Deux partitions de I’espace moléculaire supplémentaires

sont alors définies : la partition en zones d’influence électrophile et la partition en zones d’in-
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fluence nucléophile. Grace a ce découpage du volume entourant la molécule, la répartition spatiale
des influences électrostatiques de chaque site est révélée. Par exemple, considérant une charge-
test ¢ a une position r, dans I’espace moléculaire, si ¢ > 0 alors elle sera attirée par les forces
électrostatiques vers le site nucléophile associé a la zone d’influence nucléophile contenant sa
position r, et sera repoussée par le site électrophile associé a la zone d’influence électrophile
contenant 7,. Inversement, si ¢ < 0, alors la charge-test sera attirée vers le site électrophile
associé a la zone d’influence électrophile a laquelle sa position 7, appartient et sera repoussée
par le site nucléophile associé a la zone d’influence nucléophile contenant r,. Aussi, ces descrip-
teurs - les zones d’influence électrophile et nucléophile - ont un pouvoir prédictif de la direction
de tractation de la charge-test lors de son approche et permettent d’identifier les contributeurs
impliqués. Ils ont été décrits par les groupes de recherche de E. Espinosa et de S. R. Gadre pour
I'étude des interactions intermoléculaires dans les petites molécules [Mata et al., 2007,|Gadre et
Kumar, 2016, Kumar et Gadre, 2016, Alkorta et al., 2019].

Les travaux de ma these ont pour objectif de développer ce type de descripteurs issus de
I’analyse topologique du potentiel électrostatique V() et de les appliquer aux macromolécules
biologiques, notamment pour la compréhension des mécanismes de reconnaissance moléculaire
protéine-ligand et de réactivité enzymatique. L’objet du chapitre [2] de ce manuscrit sera de dé-
tailler davantage et d’illustrer les notions et concepts associés a la topologie de V' (r) qui viennent
d’étre évoqués ainsi que de décrire nos développements méthodologiques. Dans le chapitre [ les
parties et proposeront quant a eux la preuve de concept de nos descripteurs pour 1’étude
d’enzymes, avec 'exemple de la protéase a sérine, et de protéines membranaires, telles que la

neuropiline.

En résumé,

grace au transfert des parametres du modele multipolaire depuis la librairie ELMAM2 par
exemple, la densité électronique moléculaire p(r) d’un systéme dont la structure atomique est
connue peut étre reconstruite de fagon trés précise. L’analyse de la densité de charge qui en
découle permet de caractériser les propriétés électrostatiques des molécules. Les principaux des-
cripteurs topologiques de la densité électronique définis dans le cadre de la théorie quantique des
atomes dans les molécules (QTAIM) de Bader sont : les points critiques (notamment les BCP),
les chemins de liaison et les bassins atomiques. Les propriétés aux points critiques de liaison et
chemins de liaison sont utilisées pour identifier et déterminer la nature des liaisons covalentes
et non-covalentes. Les bassins atomiques définissent les volumes topologiques associés a chaque
atome, ce qui permet de déterminer les propriétés moléculaires a partir de celles des atomes
topologiques.

La densité électronique transférée, associée a la distribution ponctuelle des charges positives
des noyaux, permet de calculer le potentiel électrostatique moléculaire V(7). Classiquement, le
potentiel électrostatique est représenté sur des surfaces entourant les molécules afin de carac-
tériser la complémentarité électrostatique entre molécules en interaction. Cette représentation
est particulierement utile pour comprendre les mécanismes de reconnaissance moléculaire. Le
champ électrique moléculaire E(r) dérivé du potentiel électrostatique est mesurable expérimen-

talement dans les cavités des protéines. La représentation des lignes de champ donne acces a
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la visualisation graphique de la directionnalité des forces électrostatiques intermoléculaires qui
peuvent diriger ’approche d’un ligand et stabiliser un complexe. Le potentiel électrostatique
peut également étre étudié d’un point de vue topologique de facon similaire & la densité élec-
tronique par la définition des points critiques et des surfaces de flux nul. Sa topologie permet
de réaliser deux partitions de ’espace différentes associées aux sites électrophiles et nucléophiles
des molécules : la partition en zones d’influence électrophile et la partition en zones d’influence
nucléophile. Ces partitions posseédent un fort potentiel pour la compréhension des mécanismes
d’approche d’un ligand vers le site actif d’une protéine, en lien avec les notions d’affinité et de
spécificité des protéines pour leur substrat. C’est pourquoi nous avons développé des méthodes
et des outils permettant de mettre en ceuvre ces descripteurs dans les études des macromolécules
biologiques, ce que je présenterai plus en détail dans le chapitre

Le second type de descripteur que nous avons développé repose quant a lui sur la définition
d’un modele d’énergie d’interaction intermoléculaire totale a partir de la densité électronique
transférée. La modélisation de I’énergie d’interaction est un sujet de recherche investigué depuis
des décennies et de trés nombreuses approches ont vu le jour. La partie suivante de ce manuscrit
présente les principales méthodes de calcul de cette énergie d’interaction sans avoir la prétention

d’étre exhaustive.

1.4 Modélisation de I’énergie d’interaction intermoléculaire to-

tale

A partir de leurs structures atomiques et de leurs modeles de distributions de charge associés,
I’énergie d’interaction entre deux molécules peut étre évaluée. Cette énergie permet de prédire
les orientations relatives des deux molécules et la stabilité de leur complexe. Cette méthode est
notamment utilisée pour la conception rationalisée de médicaments [Merz Jr et al., 2010|. En
effet, la caractérisation biochimique du mécanisme pathologique permet d’identifier une cible
thérapeutique (souvent une protéine) dont la fonction peut étre modifiée par la fixation d’un
ligand spécifique. La prédiction in silico des pharmacophores ayant le meilleur potentiel pour
interagir avec la cible et se fixer dans son site actif sert a réduire les colits expérimentaux
et accélérer la recherche en limitant significativement le nombre de molécules a tester. Pour
cela, des fonctions de scoring permettant de hiérarchiser les candidats, développées dans les
programmes de docking moléculaire tels que GOLD [Jones et al., 1997] ou Glide [Friesner et al.,
2004/, reposent sur la quantification des différentes contributions a l'interaction protéine-ligand.
De nombreux effets doivent étre pris en compte par ces fonctions de scoring : vibrations et
rotations intramoléculaires, interactions intermoléculaires, solvatation, contacts hydrophobes et
hydrophiles, entropie, variabilité conformationnelle, etc. L’énergie d’interaction intermoléculaire
totale Finter peut étre déterminée a partir de la structure des molécules en interaction. Elle est

généralement découpée en cing contributions [Stone, 2013 :
Einter = Eelst + Epol + ECT + Edisp + Erepa (1'9)

ol Eg est 1'énergie d’interaction électrostatique, Ko est la contribution de la polarisation,

Ect est I'énergie due aux transferts de charge, Egisp est I’énergie de dispersion et Frp,, 'énergie
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de répulsion. Pour calculer ces différentes contributions, de nombreuses méthodes ont vu le jour,
a partir des distributions de charge expérimentales, sur la base de modeles empiriques ou encore

par application de méthodes de chimie quantique.

1.4.1 A partir des densités de charge expérimentales et transférées

Parmi les différentes contributions énergétiques de 1’équation les interactions de nature
électrostatique font partie des plus importantes. L’énergie d’interaction électrostatique Feggt est
due & l'interaction entre deux distributions de charge moléculaires non-perturbées pil (r) et

pB,(r), exprimée par la loi de Coulomb sous sa forme intégrale :

Piot(T1)ploy(r2) 5 s
E4E = p—— / / ot ot =2 dPryd’rs. (1.10)

[r1 — rof

Gréace aux données de diffraction des rayons X a résolution subatomique, la distribution de
charge expérimentale peut étre modélisée de fagon tres précise, a ’aide du modeéle multipolaire
notamment (voir section . Néanmoins, dans le cristal, les densités de charge sont pertur-
bées, elles sont notamment déformées par la polarisation mutuelle et par la répulsion de Pauli.
Aussi, I'énergie Feq calculée par application directe de la loi de Coulomb sur ces densités de
charge serait donc une combinaison de plusieurs contributions, voire méme une approximation
de l'énergie d’interaction totale [Ma et Politzer, 2004], sans que cette relation ne soit clairement
définie, comme discuté par P. Dominiak, E. Espinosa et J. Angyan dans le chapitre 11 du livre
Modern Charge-Density Analysis publié par C. Gatti and P. Macchi [Gatti et Macchi, 2012].
La distribution de charge moléculaire peut également étre reconstruite a partir du transfert
des parametres du modeéle multipolaire de la densité électronique atomique des bases de données
expérimentale ELMAM/ELMAM?2 et théorique UBDB/MATTS présentées dans la Section
Gréce au principe de moyenne de ces parametres dans diverses structures moléculaires, les
densités électroniques transférées sont considérées comme non-perturbées par les interactions
non-covalentes. Ces densités permettent donc de calculer la contribution électrostatique Egg &
I’énergie d’interaction totale. Cependant, I’application directe de la loi de Coulomb n’est pas
suffisante car ’énergie qui en découle ne tient pas compte des effets de pénétration des densités
électroniques stabilisant 'interaction grace a un écrantage incomplet des charges positives des
noyaux par les densités électroniques. Plusieurs méthodes permettant de modéliser ces effets de
pénétration ont été développées |Gavezzotti, 2002, Volkov et al., 2004alBojarowski et al., 2016).
Par ailleurs, pour simplifier les calculs, la densité électronique moléculaire est généralement
partitionnée en contributions atomiques, certaines méthodes utilisent la partition en atomes
de Hirshfeld [Hirshfeld, 1977] et d’autres celles en atomes topologiques de Bader [Bader, 1990]
définis dans le cadre de la QTAIM discutée dans la section Une approche numérique tres
répandue pour calculer Eq a partir des distributions multipolaires est le modele de potentiel
exact et modele multipolaire EP/MM ("Exact Potential and Multipole Model") [Volkov et al.,
2004ay[Volkov et al., 2006 Spackman, 2007,[Volkov et Coppens, 2007| initialement développée par
A. Volkov, T. Koritsanszky et P. Coppens. Cette méthode nécessite la définition d’une distance
critique (ou cut-off), généralement choisie entre 4 et 5A, séparant le traitement exact EP et le

traitement approximatif MM, ce qui permet un gain de temps de calcul considérable par rapport
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a une évaluation exacte sur tout le systeme. Dans la partie EP, les interactions électrostatiques a
courte portée entre paires de pseudo-atomes sont quantifiées par I’évaluation exacte de I’énergie
électrostatique grace a une quadrature numérique de l'intégrale tridimensionnelle de la loi de

Coulomb (équation [1.10]) réécrite en termes de potentiels électrostatiques V(r) :
AB A B
B4 = [ o)V P ', (111)

ot VB(r) est le potentiel électrostatique généré par la distribution de charge totale pZ,(r) de la
molécule B. Cette écriture a I’avantage de ne présenter qu’une seule intégrale 3D contrairement
a Péquation [.20] qui en présente deux. Les potentiels électrostatiques sont estimés & partir des
pseudo-atomes par sommation dans I'espace direct. Pour la partie MM, les interactions a plus
longue portée, qui sont aussi les plus nombreuses, sont évaluées par approximation multipolaire
de Buckingham. Cette approximation est basée sur le développement de Taylor du terme |r; —
ro| 7! de I'équation [1.10] [Volkov et al., 2004 :

1
E4f ~ yr— 7" q® + Tulq"uZ — ¢"pd)
1 1
+Top (3QA@§,3 + qu(aéB - Méﬂg)
T i AQB _i BQA _1 A@B 1 B@A
+ Loy q afy q afy 3/"’a By + 3”04 By

. (1.12)

ou ¢, p, Q et O sont respectivement les moments monopolaires (charges), dipolaires, quadru-
polaires et octopolaires permanents des distributions de charge non-perturbées. Les tenseurs T’
sont les tenseurs d’interaction symétriques : Tpg,.. = Vo VgV, .. |1 — ra| 71, ot les indices a, 3,
~ portent sur les coordonnées z, y, z. Cette méthode EP/MM a été implémentée dans la suite
logiciel MoPro [Fournier, 2010]. Elle a été appliquée au calcul de I’énergie d’interaction électro-
statique Fgs¢ entre ligand et protéine a partir des densités transférées de la base de données
ELMAM/ELMAM?2 [Fournier et al., 2009, Howard et al., 2016] et a partir de la base de données
UBDB/MATTS |Dominiak et al., 2007,Dominiak et al., 2009,|Kumar et al., 2014b, Malinska et
Dauter, 2016, Kumar et Dominiak, 2021]. Cependant, cette approche numérique est cotliteuse
en temps de calcul car elle utilise une intégration en trois dimensions pour obtenir la partie
courte distance d’interaction. Une méthode similaire mais de nature analytique a été proposée
par D. Nguyen, Z. Kisiel et A. Volkov [Nguyen et al., 2018], elle est nommée méthode analytique
du potentiel exact et modele multipolaire (aEP/MM) par opposition & la méthode numérique
(nEP/MM). La méthode aEP/MM est plus rapide jusqu’a deux ordres de grandeur en temps
de calcul que la méthode nEP /MM tout en restant trés précise [Vukovié et al., 2021]. Elle a été
implémentée par V. Vukovi¢ dans la librairie Charger [Vukovié et al., 2021] qui est disponible
dans le logiciel MoProViewer. Une application de cette librairie sur un complexe protéine-ligand
a également été réalisée [Vukovic et al., 2021] pour déterminer les contributions individuelles de
chaque résidu du site actif de la glutathion transférase a son énergie d’interaction électrostatique
avec un ligand benzophénone. Cette étude a permis de mettre en évidence les résidus stabili-

sant l'interaction mais aussi ceux qui présentent une contribution électrostatique défavorable
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a la fixation du ligand. Aussi, cette approche permet de suggérer des mutations permettant

d’éliminer les interactions déstabilisantes.

Les effets d’induction dipolaire participant a I’énergie de polarisation E},, sont quant a eux
accessibles a partir des polarisabilités fournies par la libraire ELMAM2. Comme expliqué dans la
section la librairie ELMAM?2 permet de transférer en plus des parametres de densité élec-
tronique des pseudo-atomes, des tenseurs de polarisabilités atomiques anisotropes |Leduc et al.,
2019]. Grace a ces tenseurs de polarisabilité, les moments dipolaires induits par la polarisation
mutuelle de deux molécules en interaction sont calculés et intégrés aux populations dipolaires
du modele multipolaire de la densité électronique de chacune des deux molécules. La densité de
charge moléculaire ainsi obtenue n’est perturbée que par ces effets d’induction dipolaire. L’éner-
gie d’interaction électrostatique calculée a partir de cette densité de charge polarisée contient
donc une contribution supplémentaire de polarisation par rapport a celle calculée sur la base de
la densité de charge simplement transférée. Aussi, une estimation de ’énergie de polarisation
Eyq qui en découle est définie comme la différence entre 1'énergie d’interaction électrostatique
basée sur la densité polarisée E(SSCzL et ’énergie d’interaction électrostatique directement dérivée
de la densité transférée non-perturbée ESRY [Leduc et al., 2019 :

Epol = Egiqt” — Bt (1.13)
L’énergie de polarisation I, ainsi obtenue ne rend compte que des effets d’induction dipolaire.
Les contributions quadripolaires et d’ordres supérieurs nécessiteraient une modélisation plus

avancée.

L’évaluation des termes de polarisation Ky, et de transfert de charge Ect sont difficiles
a extraire de la densité de charge expérimentale, ils sont négligés dans la plupart des mo-
déles empiriques mais peuvent étre estimés par méthodes ab initio [Abramov et al., 2000b].
De méme, il n’existe pas de méthode pour extraire les contributions de dispersion et de ré-
pulsion directement de la densité de charge expérimentale. Des méthodes semi-empiriques ont
été développées, comme par exemple les méthodes de sommes de densités de Gavezotti [Gavez-
zotti, 2002} |Gavezzotti, 2003}, Gavezzotti, 2005] pour la prédiction des empilements cristallins ou
encore de potentiels atome-atome isotropes [Spackman, 1986a),/Coppens et al., 1999,/ Abramov
et al., 2000a,|Grabowsky et al., 2008| utilisant les paramétrisations de D. Williams et S. Cox |Cox
et al., 1981 Williams et Cox, 1984] ou du modele promoléculaire de M. Spackman [Spackman,
1986b,|Spackman et Maslen, 1986,|Spackman, 1986a, Spackman, 1987]. Néanmoins, ces poten-
tiels reposent sur des parameétres qui ne sont disponibles que pour un nombre limité d’atomes
et dont l'interprétation physique n’est pas clairement définie, et requiérent un traitement spé-
cial des atomes d’hydrogene impliqués dans une liaison hydrogéne. A. Volkov et ses collegues
ont également proposé de compléter I’énergie d’interaction électrostatique calculée par méthode
EP/MM a partir des densités transférées UBDB en déterminant les termes manquants a 'aide
d’un modele paramétré pour reproduire les énergies obtenues par la théorie quantique SAPT |Li
et al., 2006] qui sera évoquée plus tard dans cette partie. Par conséquent, la détermination de
I’énergie d’interaction intermoléculaire totale ne peut pas étre réalisée uniquement a partir de
la distribution de densité de charge et nécessite I’évaluation de certaines contributions par des

modeles empiriques (ou semi-empiriques) et/ou par des méthodes de chimie quantique.
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Ainsi, le second objectif de ce projet doctoral est de développer un potentiellg d’interaction
intermoléculaire total basé sur les parametres du modele multipolaire et les polarisabilités ato-
miques fournis par la librairie ELMAM2. Avant de détailler ces développements dans le chapitre
une vue d’ensemble de principaux modeles empiriques et quantiques existant est proposée

dans la suite de cette partie.

1.4.2 Meéthodes empiriques

Bien avant de pouvoir prouver la nature atomistique de la matiere, les scientifiques des X VIII®
et XIX€ siecles tentaient déja de comprendre les interactions entre les molécules, en développant
la théorie de la cinétique des gaz notamment. En effet, pouvoir décrire la nature exacte des
atomes n’est pas nécessaire pour se convaincre de ’existence de forces au sein de la matiere.
En introduction de son livre [Stone, 2013], A. Stone donne cet exemple : des forces attractives
doivent exister entre les molécules en phase condensée sinon rien ne retiendrait les molécules
d’eau confinées a 'intérieur d’un verre. De méme, il doit également exister des forces répulsives
a courte distance entre les molécules car ’eau posséde une densité définie et il n’est pas aisé de
la compresser dans un volume inférieur. L’énergie d’interaction entre deux molécules est donc
une fonction de la distance R qui les sépare, avec une région attractive a longue distance et une
région répulsive a tres courte distance. J. D. van der Waals fut 'un des premier a formuler la
prise en compte de ces effets en suggérant que pour la mesure du volume V d’un gaz, il faut
considérer qu'un mole de molécules occupe un volume incompressible b, tandis que le volume
restant V' — nb permet aux molécules de se mouvoir librement, ol n est le nombre de mole. Les
forces attractives entre les molécules ont pour effet de réduire la pression exercée par un gaz sur
son contenant, la pression mesurée P est donc différente de la pression définie dans le cadre de
la loi des gaz parfaits. L’expression proposée pour cette pression est : P+ an?/V?, la loi des gaz
parfaits PV = nRT devenant alors : (P + an?/V?)(V — nb) = nRT. Malgré sa simplicité, ce
modele permet de retrouver avec une précision acceptable certaines propriétés des gaz réels. Les
travaux de J. D. van der Waals furent la premiere pierre apportée a I'édifice de la recherche de
la modélisation des interactions intermoléculaires, c’est pourquoi encore aujourd’hui certaines

forces d’attraction et de répulsion sont appelées « forces de van der Waals ».

Potentiels interatomiques en dynamique moléculaire

Le développement des potentiels d’interaction est particulierement utile pour la définition
des champs de force en dynamique moléculaire classique. Dans les méthodes de simulation nu-
mérique par dynamique moléculaire classique, 1’évolution temporelle du systéme considéré est
prédite par intégration des équations classiques du mouvement sur la base des forces conserva-
tives FF = —VU calculées & partir des potentiels interatomiques U [Allen et Tildesley, 1987].

Parmi ces potentiels interatomiques, certains sont utilisés pour décrire les effets intramoléculaires

12. Le terme « potentiel" », souvent utilisé pour désigner « énergie potentielle » par abus de langage, sera employé
dans ce manuscrit pour qualifier un modele d’énergie potentielle, comme pratiqué en mécanique moléculaire. 11
sera noté U contrairement a ’énergie réelle qui est notée E.
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(ou covalents), tels que les vibrations d’élongation des liaisons covalentes, les rotations autour
d’une liaison et les torsions des angles diedres. Les autres potentiels interatomiques permettent
de prendre en compte les interactions intermoléculaires (ou non-covalentes). Il existe des poten-
tiels d’interaction non-covalente spécifiques a chaque type d’interaction particuliere mais deux
d’entre eux se retrouvent dans tous les systémes : les interactions électrostatiques coulombiennes
et les forces de van der Waals attractives et répulsives. Ces potentiels interatomiques (covalents
et non-covalents) sont empiriques, ils ont été construits a partir d’approximations reposant sur
la connaissance a priori du systéeme et dépendent de parametres optimisés pour reproduire des
résultats expérimentaux ou de chimie quantique, comme les enthalpies de vaporisation ou des
parametres spectroscopiques. Le terme « champ de force » désigne I’ensemble des potentiels inter-
atomiques et de leurs parametres pour un type de systeme donné. De tres nombreux champs de
force ont été développés pour la simulation numérique et certains sont spécifiques aux macromo-
lécules biologiques tels que : AMBER ("Assisted Model Building and Energy Refinement") [Case
et al., 2005], CHARMM ("Chemistry at HARvard Molecular Mechanics") |Brooks et al., 2009,
GROMACS ("GROningen MAchine for Chemical Simulations") [Berendsen et al., 1995] et OPLS
("Optimized Potentials for Liquid Simulations") |Jorgensen et al., 1996]. Dans ces champs de
force, les potentiels d’interaction non-covalente Ujpter modélisent les forces de van der Waals
attractives de dispersion Uygjsp et répulsives Uy et les effets électrostatiques Uslgs. Les effets de
polarisation Uy, sont rarement pris en compte, comme dans le champ de force AMOEBA par
exemple, tandis que les phénomenes de transfert de charge Ucr, qui sont de nature quantique,

sont négligés.

Forces de van der Waals

Le terme "force de van der Waals" peut porter a confusion car il est utilisé pour qualifier
a la fois les forces issues des interactions entre multipoles, dont les forces de Keesom, Debye
et London, et les forces attractives et répulsives qui sont traitées de fagon simultanée par les
potentiels de type Lennard-Jones. Les forces de van der Waals de type dipolaire sont des forces
émergeant des corrélations entre les dipdles permanents, induits ou instantanés des molécules

en interaction. Trois types de forces sont alors distingués :

— Les forces de Keesom dipole permanent - dipdle permanent : elles n’apparaissent que
lorsque le systéme contient des molécules polaires, portant des moments dipolaires per-
manents p. Cette contribution est directement prise en compte dans le calcul de ’énergie
électrostatique a partir de distributions électroniques multipolaires. Elle peut également

étre estimée entre deux molécules A et B grace au potentiel de Keesom :

Keesom — 3k’BT(47TE())2R1643 )

9 2 .2
UAB KAl (114)

ou ua et up sont les normes des moments dipolaires des molécules A et B, Rap est la
distance entre les centres de masse de ces deux molécules, kg est la constante de Boltzmann,
T est la température du systeme et €g est la constante diélectrique du vide. 11 est intéressant

de noter que le potentiel de Keesom est issu de la moyenne statistique de 'interaction entre

_ B e
471'60}?‘;’2 :

deux dipoles isolés : Ugipsle 1 - dipole 2 =
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— Les forces de Debye dipole permanent - dipdle induit : elles se manifestent lorsque le di-
pole permanent p 4 d’'une molécule A polaire induit une déformation du nuage électronique
d’une molécule B qui peut étre polaire ou non. Cette interaction provoque 'apparition d’un
dipdle induit sur la molécule B proportionnel a sa polarisabilité a BE Ces effets d’induc-
tion sont généralement pris en compte dans la contribution de polarisation. L’expression

du potentiel de Debye est la suivante :

B [AoB + phoa

UAB _

Debye — ) (115)

ou 'influence du dipdle de la molécule B sur la molécule A est également prise en compte

lorsque B est aussi une molécule polaire (up # 0).

— Les forces de London dipdle instantané - dipdle instantané : elles interviennent lorsque
les fluctuations dans la densité électronique d’une molécule A font apparaitre sur celle-
ci un dipole instantané qui peut interagir avec la densité électronique d’une molécule B
et ainsi provoquer I'apparition d’un dipéle induit sur cette derniere. Ces forces existent
dans tous les types de systéme (polaires ou non) et sont appelées forces de dispersion
de London ou simplement dispersion. Le potentiel de dispersion de London, qui a été
développé pour la modélisation des cristaux de gaz rares, est un potentiel atome-atome
reposant sur '’hypothese que cette interaction est additive. Il s’exprime donc entre deux

molécules comme la somme des termes entre paires d’atomes :

3 LI o 0
ULAOEdon = 75 Z Z ! ZGJ; (116)
2 i€AjEB Li+1; R

ou «j, I; et «j, I; sont respectivement les polarisabilités isotropes atomiques et les énergies
de premiére ionisation des atomes i appartenant a la molécule A et j appartenant a la

molécule B, et R;; est la distance séparant ces deux atomes.

Ces forces d’interaction entre distributions électroniques moléculaires sont toutes attractives et
sont proportionnelles a I'inverse de la distance intermoléculaire R a la puissance 6.

Dans les champs de force classiques, le terme "force de van der Waals" désigne simultanément
les interactions non-covalentes attractives de dispersion et répulsives. Le potentiel de Lennard-
Jones est souvent utilisé pour modéliser ces interactions entre paires d’atomes. Il comprend une

-

partie attractive proportionnelle a Ri_j6 et une partie répulsive proportionnelle a sz ,ouy =12

ou 14 et R;; est la distance entre deux atomes i et j. Pour v = 12 :

12 6
. - o
Upy(Rij) = 4ei (RZ) - (R:]) (1.17)

Le parametre €;; est la profondeur du puit de potentiel, c’est-a-dire le minimum de la fonction
Uﬁ](Rij) tandis que o;; est la distance interatomique pour laquelle Uﬁ{] (Rij) = 0. La figure

illustre la forme de la fonction UﬁJJ(RZJ) A courte distance, le potentiel est fortement répulsif

13. La polarisabilité discutée ici et dans le reste de ce manuscrit est homogéne & un volume et est exprimée en
unités du systéme international (SI). Il est cependant intéressant de noter que 1’expression de la polarisabilité en
systeme d’unités CGS est encore souvent utilisée, avec acas = 4mepasi.
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pour modéliser le caractere défavorable du recouvrement des distributions électroniques tandis
qu’a plus longue distance il devient attractif grace aux forces de dispersion de type London, avant
de tendre vers zéro. L’hypothese d’additivité de ces effets est également utilisée pour exprimer
ce potentiel d’interaction entre deux molécules A et B : UPP = 3,04 > jeB UﬁJJ Une version
légerement différente de ce potentiel est utilisée dans les champs de force tels que AMBER,
CHARMM, GROMACS et OPLS :

it =S X (5 5 w19
i€AjeB \"'ij ij
Les parametres empiriques Cj; et D;; font partie du champ de force et sont optimisés pour
chaque type d’atome dans le systeme considéré. La puissance 6 de la partie attractive a un sens
physique car elle provient de I'interaction entre les dipdles instantanés comme dans le potentiel
de London (équation alors que l'exposant 12 ou 14 de la partie répulsive a été choisi
comme compromis entre la modélisation d’une tres forte pente et I'optimisation des moyens
computationnels. L’amélioration des moyens techniques de calcul a permis d’appliquer d’autres

formes de potentiel comme le potentiel de Buckingham :

U (R) = > > (bije‘“iﬂw‘ - ]c{é - ;Zg) . (1.19)
i€cA jEB ij ij
Cette variante couramment utilisée dans les champs de force fait intervenir une fonction ex-
ponentielle décroissante pour la partie répulsive. Pour les parties attractives, le terme en Ri_j6
correspond aux effets dipdle instantané - dipole induit et le terme en R;jg aux effets dipdle ins-
tantané - quadripole instantané. Les parametres a;j, b;j, ¢;j et d;; sont également des parametres
empiriques optimisés pour chaque type d’atome. Un autre modele qui est notamment utilisé dans
le champ de force AMOEBA est le potentiel amorti (ou "buffered") 14-7 de Halgren [Halgren,
1992] qui emploie 'exposant 7 pour la partie attractive et ’exposant 14 pour la partie répul-
sion, ainsi que des constantes d’amortissement d et v qui sont optimisées pour reproduire les

propriétés des gaz rares.

Forces électrostatiques

En général, les distributions de charge moléculaire sont modélisées dans les champs de force
par des charges partielles ponctuelles localisées sur les noyaux des atomes. Le potentiel d’interac-
tion électrostatique qui en découle est décrit par la loi de Coulomb pour des charges ponctuelles
et peut étre soit attractif soit répulsif. Ce potentiel étant additif, I'interaction entre deux molé-

cules A et B est la somme des interactions atome-atome entre les deux molécules :
1 -
AB qiq;
Udse = >y (1.20)

dmeo i icp T

ol ¢; et g; sont les charges partielles portées par I'atome ¢ de la molécule A et par 'atome j de
la molécule B respectivement, et R;; est la distance séparant ces deux atomes. Les interactions

électrostatiques étant persistantes a longue distance, ce potentiel ne peut pas étre simplement



1.4. MODELISATION DE L’ENERGIE D’INTERACTION TOTALE 35

—-£ -

FIGURE 1.7 — Profil du potentiel d’interaction de Lennard-Jones.

Ce graphique issu du livre de A. Stone [Stone, 2013| représente la variation du potentiel interatomique U (UIZJJJ(R,J)
dans ’équation ?7?) en fonction de la distance interatomique R. Il existe une distance d’équilibre R = R,, ou le
potentiel est minimal, c’est le puit de potentiel €. Il s’agit de la configuration la plus stable d’un point de vue
énergétique. A une distance plus courte R = o, le potentiel passe par zéro. Il devient brusquement répulsif pour
R < o tandis que, a plus longue distance R > o, il devient attractif avant de tendre lentement vers zéro.

tronqué au-dela d’une certaine distance. Il existe des méthodes spécifiques pour traiter ce pro-
bléme, dont la plus répandue est la sommation d’Ewald [Toukmayji et Board Jr, 1996|, permettant
de réduire autant que possible 'erreur de troncature dans le cas d'un systéme périodique. Par
ailleurs, la nature ponctuelle des charges empéche de prendre en compte les effets de pénétration
dus a I’écrantage incomplet des noyaux par les densités électroniques discutés précédemment, et
sont généralement négligés.

Pour tenir compte de la polarisation, certains champs de force introduisent une constante
diélectrique macroscopique € a la place de la constante diélectrique du vide g9 dans I’équation
de la loi de Coulomb. Cependant, 'utilisation d’une seule valeur de € pour ’ensemble du
systéme est une approximation qui peut s’avérer trop sévere dans certains environnements hé-
térogenes comme l'intérieur des cavités des protéines ou encore dans les membranes cellulaires.
Une autre possibilité est d’utiliser un champ de force dit polarisable pour traiter la contribu-
tion de polarisation de maniére explicite. Par exemple, le champ de force AMOEBA ("Atomic
Multipole Optimized Energetics for Biomolecular simulation") |[Shi et al., 2013] propose des mo-
ments dipolaires et quadripolaires atomiques ainsi que des polarisabilités atomiques calculés par
méthode quantique en phase gazeuse pour la plupart des types atomiques rencontrés dans les

molécules biologiques.

Modélisation des protons et des molécules d’eau

L’application des potentiels d’interaction aux macromolécules biologiques nécessite la mo-
délisation des protons et des molécules d’eau de la couche de solvatation mais aussi internes
aux cavités des protéines notamment. En effet, les atomes d’hydrogene sont les principaux sites
électrophiles participant aux interactions électrostatiques de ces systémes et les transferts de
protons sont courants dans les processus biologiques comme les réactions enzymatiques, par

exemple. La prise en compte des molécules d’eau est également essentielle pour comprendre
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beaucoup de mécanismes enzymatiques [Ball, 2008| et pour la reconnaissance entre les molé-
cules biologiques [Hufner-Wulsdorf et Klebe, 2020]. Cependant, les méthodes de détermination
des structures par diffraction des rayons X ne permettent généralement pas de modéliser les
atomes d’hydrogéne qui ont un faible pouvoir de diffusion, et seules les positions des atomes
d’oxygeéne des molécules d’eau les plus stables peuvent étre décelées, les orientations des hy-
drogenes restant inconnues. Lorsque les conditions expérimentales le permettent, il est possible
de réaliser des affinements joints rayons X / neutrons pour modéliser les atomes d’hydrogene
des molécules biologiques et des molécules d’eau [Howard et al., 2016} |Schiebel et al., 2018].
Lorsque ce n’est pas possible, la mécanique moléculaire et certains champs de force offrent la
possibilité de protoner a posteriori les structures et de modéliser explicitement les molécules de
solvant. Pour les acides aminés et les acides nucléiques, la plupart des logiciels de modélisation
moléculaire propose d’ajouter les protons dans une configuration géométriquement satisfaisante.
Il est possible ensuite d’optimiser ces positions en fonction de leur environnement local, par
exemple en estimant le pKa du groupement ou ils sont attachés, grace a des serveurs en lignes
tels que MolProbity [Chen et al., 2010], H4+ |Anandakrishnan et al., 2012] ou Yasara [Krieger
et al., 2009]. En dynamique moléculaire classique, les atomes d’hydrogene et les molécules d’eau
du solvant sont explicitement modélisés et leurs orientations moyennes peuvent étre estimées a
partir des configurations les plus stables obtenues dans la simulation numérique. Néanmoins, ces
configurations sont issues de moyennes statistiques reposant sur la validité du principe d’ergo-

dicité, ce qui peut limiter la pertinence des structures statiques qui en sont extraites.

Les potentiels d’interaction empiriques permettent de décrire les principales caractéristiques
des interactions électrostatiques, de dispersion et de répulsion. Néanmoins, ils reposent sur de
nombreuses approximations parfois tres séveres comme la réduction des distributions de charge
a des charges partielles ponctuelles. De plus, la transférabilité des parametres empiriques est
limitée car ceux-ci sont optimisés pour un type de systéeme donné. Par ailleurs, la polarisation
électronique est sous-estimée dans la plupart des modeles alors que cette contribution peut
s’avérer significative voire déterminante dans certains processus de reconnaissance moléculaire.
Les méthodes de chimie quantique, qui vont étre présentées dans la section suivante, sont dites ab
initio, c’est-a-dire sans a priori sur le systéme considéré, et permettent de considérer ’ensemble
des contributions a I’énergie d’interaction totale au niveau de précision le plus élevé atteignable

aujourd’hui.

1.4.3 Meéthodes de chimie quantique

En mécanique quantique, les positions des charges (noyaux et électrons) ne sont pas déter-
minées, elles sont probabilistes. En effet, le principe d’incertitude de Heisenberg stipule que la
position et la vitesse d’une particule ne peuvent étre mesurées simultanément. En revanche, la
densité de probabilité P(r,t) de présence d’une particule a la position r & un temps ¢ donné est
calculable & partir de la fonction d’onde v (r,t) du systéme par : P(r,t) = |1 (r,t)|?. La fonction

d’onde 9 (r,t) du systéme est obtenue par résolution de 1’équation de Schrédinger dépendante
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du temps [Schrodinger, 1926] :

H(r, t)y(r,t) = iaﬁz’ﬂ, (1.21)

ot H (r,t) est Popérateur hamiltonien du systéme dépendant du temps. En régime stationnaire,

I’équation de Schrodinger devient :

A

Hiy(r) = Ey(r), (1.22)

ou FE est ’énergie totale du systeme dans son état stationnaire. L’opérateur hamiltonien H est
défini comme la somme des opérateurs d’énergie cinétique T et d’énergie potentielle V, telle
que : H=T+V. L’opérateur énergie cinétique T comporte un premier terme se rapportant a
I’énergie cinétique des M noyaux de masse my, et un second terme pour ’énergie cinétique des

N électrons du systeme :
oA 2, XoR?_,
T = —Vi — —V3, 1.23
— k ; Qme 7 ( )

avec h = h/2rm, la constante de Planck et m., la masse de I’électron. L’opérateur d’énergie

potentielle V se compose de plusieurs contributions :

1 n M €Zk - 62 M Zk:Zl

+sz+ZZRM , (1.24)

iml k=1 1Wk 355 T =<k T

V=
4me

représentant respectivement l’attraction coulombienne électron-noyau et les répulsions coulom-
biennes électron-électron et noyau-noyau, avec Zi, la charge du noyau k et e, la charge élemen-

taire.

Résolution de 1’équation de Schrodinger

L’approximation de Born-Oppenheimer permet de négliger le couplage des mouvements des
électrons et des noyaux. Le terme d’énergie cinétique des noyaux dans 1’équation [1.23| peut donc
étre négligé et le terme de répulsion noyau-noyau de 1’équation [1.24] est constant. Excepté pour
I’atome d’hydrogene et les ions hydrogénoides, la résolution exacte de ’équation de Schrodinger
(équation est impossible a cause du terme électron-électron dont ’expression est incon-
nue. Les méthodes de chimie quantique proposent des approximations permettant d’obtenir des
solutions approchées, les plus connues étant [Veszprémi et Fehér, 1999| : les méthodes Hartree-
Fock (HF) et post-HF, et la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT). Dans les méthodes
HF, les N électrons sont considérés comme indépendants les uns des autres mais soumis a un
champ moyen généré par les N — 1 autres électrons. Cette approximation peut s’avérer trop
abrupte notamment car elle a pour conséquence une surestimation de la probabilité que deux
électrons soient tres proches dans ’espace, appelée erreur de corrélation. Les méthodes post-HF
permettent quant a elles de tenir compte de la corrélation statique des électrons, due aux confi-
gurations multiples dans la fonction d’onde, et de la corrélation dynamique des électrons, liée
a la probabilité non-nulle d’avoir deux électrons a la méme position. Parmi ces méthodes, les

plus populaires sont la méthode de cluster couplé CC ("coupled cluster") [Coester et Kiimmel,
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1960, Bartlett et Musial, 2007] et la théorie de la perturbation de Mgller-Plesset MP [Mgller
et Plesset, 1934,/ Cremer, 2011]. Elles sont d’une grande précision mais sont particulierement
coliteuses en temps de calcul.

En revanche, la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) a un coiit computationnel
moins élevé. Elle a été développée dans le cadre théorique des théoréemes de Hohenberg et
Kohn [Hohenberg et Kohn, 1964] et des équations de Kohn-Sham [Kohn et Sham, 1965|, et
repose sur le principe selon lequel I’énergie électronique est entierement déterminée par la densité

électronique p. L’énergie F peut donc étre exprimée comme une fonctionnelle de la densité p :

Elp] = T[p] + Veelp] + Vnelp], (1.25)

ou T[p| est Iénergie cinétique des électrons, Vi.[p] est 1'énergie de répulsion coulombienne
électron-électron et Vie[p] est I'énergie d’attraction coulombienne électron-noyau. Les expres-
sions exactes de T[p] et Vee[p] sont inconnues mais peuvent étre approximées par la fonctionnelle
F[p] proposée par Kohn et Sham |[Kohn et Sham, 1965] qui remplace le systéme réel constitué

de particules en interaction par un gaz de particules sans interaction :
Flp] = Ti[p] + J1p] + Eqclpl, (1.26)

ou T[p| est I'énergie cinétique du gaz de particules sans interaction, J[p] est le terme coulombien
classique, et F..[p] est I’énergie d’échange-corrélation dont l'expression analytique exacte est
inconnue. Ce dernier terme peut toutefois étre estimé par les approximations de la densité locale
(LDA) ou du gradient généralisé (GGA) [Dobson et al., 2013|.

Ces méthodes de chimie quantique permettent de déterminer 1’énergie totale d’un systeme
par résolution de I’équation de Schrodinger (équation . Dans les méthodes dites supermo-
léculaires [Chaltasiniski et Szczesniak, 2000], 'énergie d’interaction E/AZ  entre deux molécules
A et B est définie comme la différence entre 1'énergie totale du complexe AB, EAP | et les
énergies totales des molécules isolées, B, + EB,. Cependant, I’énergie d’interaction étant infé-
rieure de plusieurs ordres de grandeur aux énergies totales qui sont soustraites, il peut arriver
que les erreurs sur les énergies totales dues aux approximations des méthodes utilisées soient
du méme ordre que I'énergie d’interaction elle-méme [Patkowski, 2020]. De plus, les approches
supermoléculaires ne donnent aucune information sur la nature et 'interprétation physique des

interactions.

Méthodes de décomposition de 1’énergie

Les méthodes d’analyse de décomposition de ’énergie ou EDA ("Energy Decomposition
Analysis") [von Hopffgarten et Frenking, 2012] permettent de distinguer les multiples contri-
butions aux interactions intermoléculaires dans un systéme. Les approches EDA variation-
nelles introduites par J. Morokuma et ses collegues [Morokuma, 1971] décrivent les différents
types d’interactions intervenant dans le systéme comme des variations de I’énergie : AF;,; =
AFE et + AEpaui + AE,p. Le premier terme est l'interaction électrostatique classique cou-

lombienne, le second la répulsion de Pauli et le dernier est 1’énergie d’interaction orbitalaire
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stabilisante. Il est possible d’ajouter un terme énergétique de dispersion grice a la correction
de Grimme [Grimme et al., 2010]. La décomposition SAPT ("Symmetry-Adapted Perturbation
Theory") [Szalewicz et Jeziorski, 1979, Szalewicz, 2012,|Patkowski, 2020] est une méthode EDA
perturbative. Elle fournit diverses contributions & I’énergie d’interaction totale sur la base de
la théorie de la perturbation. Dans sa forme la plus simple, les termes électrostatique Fgst,
d’induction Fgjg, de dispersion Fgg¢ et d’échange-répulsion Eeg; sont calculés :

E'SAPT = Eelst + Eind + Edisp + Eexch—rep- (127)

int

L’énergie électrostatique FEgs; est l'interaction coulombienne entre les distributions de charge
des molécules isolées (ou non-perturbées) et prend en compte les effets de pénétration des densi-
tés. Cette contribution peut étre soit attractive soit répulsive. L’énergie d’induction Fj,q, aussi
appelée énergie de polarisation, est toujours attractive et provient de I'interaction entre les multi-
poles mutuellement induits dans la distribution de charge d’une molécule par le champ électrique
statique généré par la distribution de charge non-perturbée de ’autre molécule. La dispersion
Egisp émerge des corrélations entre les multipoles instantanés causés par les fluctuations dans
les distributions électroniques. La contribution d’échange-répulsion Feych-rep €st la conséquence
du recouvrement des densités électroniques moléculaires et résulte de la combinaison de deux
effets, le premier étant attractif et I'autre répulsif. La partie attractive provient des électrons
devenus libres de se déplacer d’une molécule a ’autre, ce qui a pour effet d’augmenter ’'incerti-
tude sur leurs positions et de diminuer leur énergie. La partie répulsive est une conséquence du
principe de Pauli de I'antisymétrisation de la fonction d’onde pour que les électrons de méme
spin ne puissent pas se trouver a la méme position, ce qui cofite de I’énergie. Le second effet
étant dominant, I'effet global de I’échange-répulsion est répulsif. Les méthodes SAPT de niveaux
de théorie plus élevés font également intervenir des termes croisés tels que 1’échange-induction
ou I’échange-dispersion, ou encore la contribution des transferts de charge qui est généralement
incluse dans le terme d’induction Ej,q. Les méthodes EDA variationnelles et perturbatives ont
été utilisées pour caractériser les interactions entre molécules biologiques et ont montré un fort

potentiel d’application a la conception de médicaments [Phipps et al., 2015].

Méthodes de fragmentation des molécules

Pour diminuer les temps de calculs élevés de ces méthodes, des approches de fragmenta-
tion ont été développées pour partionner le systéme en fragments plus petits et traitables d’un
point de vue computationnel. Les méthodes diviser et conquérir "Divide and Conquer" [Yang,
1991, Dixon et Merz Jr, 1997, He et Merz Jr, 2010] et d’adaptation moléculaire "Molecular Tailo-
ring" [Gadre et al., 1994, Sahu et Gadre, 2014] réalisent les calculs d’énergie sur des sous-unités
puis les recombinent pour construire la fonction d’onde ou la densité électronique totale du
systeme. Dans les méthodes de fragmentation de 'interaction, les énergies d’interaction d’un
systéme sont obtenues par sommation des propriétés calculées dans des sous-unités et des cor-
rections d’interactions entre ces sous-unités. Des exemples de ces méthodes sont : la fragmen-
tation moléculaire avec capsules conjuguées MFCC ("Molecular Fractionation with Conjugated
Caps") |Zhang et Zhang, 2003 Li et al., 2005], les orbitales moléculaires fragmentées FMO
("Fragment Molecular Orbital") [Kitaura et al., 1999, Nakano et al., 2000 Fedorov et Kitaura,
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2006,|Fedorov, 2017] et la méthode d’énergie de coeur KEM ("Kernel Energy Method") [Huang
et al., 2005].

Méthodes hybrides multi-échelles

Malgré ces méthodes de fragmentation, le colit computationnel des calculs d’énergie ab initio
reste trop élevé pour appliquer ces méthodes aux systemes de grande taille tels que les protéines.
Les méthodes hybrides mécanique quantique / mécanique moléculaire ou QM/MM ("Quantum
Mechanics / Molecular Mechanics") [Warshel et Levitt, 1976,|[Field et al., 1990, Gao, 1996, Senn
et Thiel, 2009] sont des approches dites d’intégration multi-échelles ("multiscale embedding ap-
proaches") dans lesquelles les systémes larges sont traités par des méthodes de chimie quantique
de haut niveau théorique dans leur région chimiquement active, comme le site actif d’une pro-
téine, et par des méthodes classiques ailleurs. M. Karplus, M. Levitt et A. Warshel ont obtenu
le prix Nobel de chimie en 2013 pour le développement de ces méthodes multi-échelles [Karplus,
2014, Levitt, 2014, Warshel, 2014]. Dans ces méthodes, le systéme est scindé en deux régions, une
traitée en QM et I'autre en MM, I’énergie totale du systéme étant alors la somme des énergies

de ces deux régions et d’un terme d’interaction entre celles-ci :
Eioy = EM 4 gMM  pOM/MM, (1.28)

La partie soumise & un traitement quantique E®M est obtenue par méthodes de calculs ab
initio de chimie quantique de haut niveau théorique. La partie mécanique moléculaire EMM est
calculée par des potentiels interatomiques de champs de force comme définis dans la section[1.4.2]
Plusieurs méthodes ont été développées pour décrire la frontiére entre ces deux régions et obtenir
I’énergie d’interaction EQM/MM_ Une des méthodes QM /MM les plus répandues est 'approche
ONIOM développée par Morokuma et ses collegues [Svensson et al., 1996 Chung et al., 2015].
Cette méthode traite le probleme de la frontiere entre les deux régions en remplagant les atomes
se trouvant dans une des deux régions et proches de la frontiere par des atomes d’hydrogéne
dans lautre région. L’approche QM/ELMO [Macetti et Genoni, 2019, Macetti et al., 2021| est
un autre type d’approche multi-échelles dans laquelle la région la plus importante du systeme
est traitée a un niveau de théorie complétement quantique tandis que le reste est décrit a ’aide
du transfert des ELMO mentionné dans la section Les approches multi-échelles sont tres
utilisées dans les simulations numériques par dynamique moléculaire [Engkvist et al., 2000, Senn
et Thiel, 2009 et ont permis d’obtenir des résultats trés prometteurs pour la modélisation des

réactions enzymatiques |Bennie et al., 2016, Ranaghan et al., 2019].

En résumé,

les potentiels d’interaction classiques des champs de force permettent d’obtenir a faible cofit
I’estimation des contributions & I’énergie d’interaction mais leur caractere empirique et les ap-
proximations sur lesquelles ils reposent les rendent insuffisants pour décrire avec précision les
nombreuses interactions entre molécules. A I'inverse, les méthodes de chimie quantique décrivent
les interactions de fagon trés précise mais ont un cotit computationnel élevé qui les empéche d’étre

appliquées aux macromolécules biologiques. Les méthodes hybrides multi-échelles de QM /MM
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tire le meilleur de ces deux types de méthodologie en proposant une description précise des
régions de petite taille importante pour la réactivité des macromolécules et une description
classique peu cofliteuse en temps de calcul et de précision suffisante pour le reste du systeme.
Néanmoins, ces méthodes restent difficiles & mettre en ceuvre dans 1’études des macromolé-
cules [Tzeliou et al., 2022, Vennelakanti et al., 2022,|Clemente et al., 2023|. En effet, d’un point
de vue méthodologique, elles nécessitent une expertise particuliére pour par exemple [Clemente
et al., 2023| : la définition de la frontiére entre les traitements QM et MM, la préparation et
I’équilibration du systéme ou encore le choix du niveau de théorie de la partie QM. De plus, d’un
point de vue technique, malgré d’importants progres ces derniéres années, les méthodes QM /MM
nécessitent de disposer de moyens de calculs trés sophistiqués, de type cluster de calcul GPU
("Graphical Processing Units").

Dans mon projet doctoral, j’ai développé un modele d’énergie d’interaction qui se veut simple
d’utilisation, ou "user-friendly". Il repose sur des potentiels d’interaction semi-classiques, qui sont
peu coliteux en temps de calcul, et sur la description expérimentale fine de la densité électronique,
qui décrit le systéme avec précision et qui est rapidement obtenue grace aux transferts des para-
metres multipolaires de la librairie ELMAMZ2. Le potentiel d’interaction total Uy, est exprimé
suivant une décomposition de type SAPT de ’énergie (équation en quatre contributions :
électrostatique Uglsy, d’'induction Uiyg, de dispersion Ugisp et d’échange-répulsion Uexch-rep- Le
calcul des contributions Ugt et Uipng a déja été proposé a partir des parametres du modele
multipolaire de la densité électronique d’origine expérimentale et les tenseurs de polarisabili-
tés anisotropiques transférables d’origine théorique fournis par la librairie ELMAM?2 [Fournier,
2010 Leduc et al., 2019,[Vukovié¢ et al., 2021]. Des modeles reposant sur ces quantités transfé-
rables des contributions de dispersion Ugisp et de répulsion Uye, sont proposés dans cette these.
Les détails de ces modeles ainsi que la discussion de leur validité seront décrits dans le chapitre [3]
Des calculs d’énergies d’interaction dans les protéines glutathion transférase et halorhodopsine

seront présentés dans le chapitre

1.5 Reésumé de l’introduction et objectifs de la these

Pour conclure ce premier chapitre d’introduction, ma theése de doctorat s’inscrit dans la
volonté d’étendre les approches de cristallographie quantique a I’étude des macromolécules bio-
logiques. Plus particulierement, elle vise a développer des descripteurs électrostatiques basés sur
la densité électronique moléculaire transférée d’origine expérimentale. La description fine de la
densité électronique moléculaire permise par le modele multipolaire de Hansen et Coppens peut
étre appliquée aux macromolécules biologiques grace a la transférabilité des parametres de ce
modeéle entre pseudo-atomes de méme type. En effet, les bases de données de ces parameétres EL-
MAM/ELMAM2 et UBDB/MATTS ont été développées pour reconstruire les densités électro-
niques de protéines. En particulier, la librairie ELMAM2 propose des parametres multipolaires
d’origine expérimentale, obtenus par affinement multipolaire contre des données de diffraction
des rayons X a résolution subatomique dans des cristaux de peptides et de petites molécules
organiques, et également des polarisabilités atomiques anisotropes déterminées théoriquement
et transférables aux macromolécules pour polariser les densités moléculaires en interactions.

Grace a la précision des distributions électroniques transférées p(r), les méthodes d’analyse
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de densité de charge reposant sur I’étude de la topologie de p(r) sont appliquées aux macro-
molécules biologiques. La densité de charge obtenue a partir de p(r) transférée et des charges
ponctuelles des noyaux permet également de calculer le potentiel électrostatique. La projection
bidimensionnelle du potentiel électrostatique sur une surface moléculaire est traditionnellement
utilisée pour caractériser la complémentarité électrostatique entre deux molécules en interaction
comme un ligand et le site actif d’une protéine notamment. L’analyse des lignes de champ élec-
trique permet quant a elle de visualiser la directionnalité des forces électrostatiques dans 1’espace
moléculaire et de déterminer les influences a longues portées pouvant aider a comprendre les
mécanismes de reconnaissance moléculaire par exemple. L’analyse topologique du potentiel élec-
trostatique est similaire & celle de la densité électronique mais donne acces a des informations
supplémentaires. En particulier, elle fournit une partition de ’espace en bassins topologiques
associés aux sites électrophiles et nucléophiles. Ces approches ont été appliquées uniquement
sur les petites molécules pour 'instant. Le premier objectif de cette theése est de développer des
descripteurs issus de la topologie du potentiel électrostatique ainsi que les outils permettant de
les appliquer aux complexes protéine-ligand afin de révéler visuellement les contributeurs élec-
trostatiques aux interactions entre le ligand et le site actif de la protéine ainsi que 1’étendue

spatiale de leurs influences.

La distribution de charge modélisée a partir des données expérimentales en utilisant le mo-
deéle multipolaire permet d’évaluer avec précision 1’énergie d’interaction électrostatique entre
deux molécules. Les densités de charge reconstruites a partir des parametres multipolaires et
des polarisabilités ELMAM?2 permettent également de déterminer cette énergie mais aussi la
contribution des dipdles induits a 1’énergie de polarisation entre deux molécules et notamment
entre un ligand et les résidus de la poche de fixation de la protéine. Néanmoins, pour estimer
I’énergie d’interaction intermoléculaire totale, il manque 1’évaluation des contributions de dis-
persion et de répulsion. Les potentiels d’interaction des champs de force proposent des modeles
paramétrés pour estimer ces contributions a faible cotit computationnel mais leur caractere em-
pirique ainsi que les approximations utilisées pour leur définition limitent la précision de leurs
résultats pour étudier la réactivité enzymatique par exemple. De plus, ils sont paramétrés pour
étre consistants avec les autres parametres définissant le champ de force, limitant leur transfé-
rabilité a d’autres applications. Les méthodes ab initio de chimie quantique fournissent quant a
elles des résultats d’une grande précision mais sont trop cofliteuses en temps de calcul pour étre
appliquées sur I’ensemble d’une protéine. Les approches hybrides de QM /MM permettent d’étu-
dier les macromolécules biologiques en tirant avantage de la précision des méthodes quantiques
pour décrire la région chimiquement active et des méthodes classiques pour traiter le reste du
systeme a colit computationnel moindre. Ainsi, le second objectif de ma theése est de développer
un potentiel d’interaction total qui quant a lui repose sur la description compléte du systeme
sur la base des données cristallographiques expérimentales ELMAM2, tout en introduisant un
minimum de parametres n’ayant pas d’interprétation physique, et en minimisant les temps de
calcul. Pour cela, j’ai complété les évaluations des contributions électrostatiques et de polarisa-
tion déja établies & partir des données de la librairie ELMAM2 par 'estimation des effets de
dispersion et de répulsion grace a des modeles reposant sur les parametres multipolaires et les
polarisabilités ELMAM?2.
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Dans la suite de ce manuscrit, les développements méthodologiques réalisés dans le but
d’atteindre ces deux objectifs seront détaillés. Le chapitre [2] traitera des descripteurs issus de la
topologie du potentiel électrostatique tandis que le chapitre|3|décrira la construction du potentiel
d’interaction total ELMAMZ2. Puis, plusieurs applications a des complexes de protéines seront
présentées dans le chapitre [} En particulier, dans la partie I'apport de nos descripteurs
électrostatiques comme nouveau point de vue complétant les analyses classiques des structures
atomiques de macromolécules sera exposé par 'application de ceux-ci au complexe largement
étudié de la trypsine avec un inhibiteur canonique. Une application a la neuropiline dans la partie
(42 permettra d’illustrer l'utilisation de ces descripteurs en biologie structurale. La partie [£.3]
proposera un exemple de calculs d’énergie d’interaction électrostatique pour I’étude du complexe
enzyme-ligand de la glutathion transférase avec le glutathion. Dans la partie [£.4] la perspective
d’analyse de la dynamique d’'un mécanisme, le pompage d’ion chlorure par I’halorhodopsine, par
le calcul des énergies d’interaction ELMAM et du point de vue de nos descripteurs issus de la
topologie du potentiel électrostatique sera présentée. Enfin, je finirai par une conclusion globale
des développements et applications réalisés et les perspectives ouvertes par ces travaux seront

discutées.
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Chapitre 2

Descripteurs issus de la topologie du

potentiel électrostatique

Traditionnellement, le potentiel électrostatique moléculaire V' (r) est utilisé en biologie struc-
turale pour caractériser les surfaces d’accessibilité au solvant entourant les protéines et leurs
ligands (voir section . En colorant cette surface par les valeurs de V(r), cette approche
permet de localiser les régions chargées positivement ou négativement d’une protéine et d’estimer
la complémentarité électrostatique entre un ligand et la poche de fixation. Néanmoins, elle est
limitée a une évaluation en surface de V(r) et repose souvent sur des distributions ponctuelles
des charges partielles atomiques. Les contributeurs aux interactions électrostatiques ne peuvent
donc pas étre localisés avec précision par ces méthodes. Par ailleurs, pour étudier la réactivité
chimique des petites molécules, un autre type d’approche basé sur le potentiel électrostatique
a été développé : 'analyse topologique de V(7). La topologie du potentiel électrostatique re-
pose sur la détermination de ses points critiques et de la distribution de ses lignes de gradient,
c’est-a-dire les lignes de champ électrique E(r) = —VV (r), ainsi que sur la partition de I’es-
pace réalisée par les bassins topologiques qui découlent de la topographie du champ électrique.
Lorsque le potentiel V(7) est issu d’un modele fin de la densité électronique, comme par trans-
fert des pseudo-atomes multipolaires (voir section , les positions des sites électrophiles
et nucléophiles ainsi que 1’étendue et la direction dans ’espace moléculaire de leurs influences
électrostatiques sont révélées par ces descripteurs. L’application de ces méthodes aux complexes
protéine-ligand est donc prometteuse pour la description des mécanismes de reconnaissance mo-
léculaire, pour comprendre I’approche ainsi que la fixation du ligand dans la cavité de la protéine.
Dans le cadre de ma these, j’ai développé des descripteurs électrostatiques basés sur la topologie
de V(r) et qui ont pour ambition d’étre appliqués aux études de complexes protéine-ligand en
biologie structurale. Dans ce chapitre, je vais détailler les différents développements méthodolo-
giques que j’ai réalisés pour définir ces descripteurs, en commencant par les points critiques du
potentiel, la topographie des lignes de champ électrique, puis la partition de I’espace en zones
d’influence électrophile et nucléophile. L’implémentation des outils pour mettre en pratique ces
descripteurs dans le logiciel MoProViewer ainsi que quelques perspectives de développements

seront également présentées.
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2.1 Points critiques

2.1.1 Définition des points critiques du potentiel électrostatique
Définitions

La définition des points critiques du potentiel électrostatique moléculaire V' (r) est treés simi-
laire a celle des points critiques de la densité électronique p(r) présentée dans la section m
Les points critiques de V(r) sont les points de coordonnées 7. tels que : VV(r = r,) = 0. Ils
sont identifiés par le couple (R, S). Le rang R de la matrice hessienne H (V (7)) du potentiel est
le nombre de valeurs propres non-nulles de H en r = r.. Sa signature S est la somme algébrique
des signes de ses valeurs propres, qui sont aussi appelées courbures de V(7). Le potentiel élec-
trostatique étant défini dans R3, en général R = 3 dans un systéme a l’équilibrelﬂ et la signature
S peut prendre les valeurs —3, —1,4+1 ou +3. Il existe donc quatre types de points critiques
de V(7) : les maxima locaux (3,—3), les minima locaux (3,+3) et les points-selles (3, —1) et
(3,+1).

Interprétations

L’interprétation des points critiques de la densité électronique p(r), en termes de structure
et de liaisons moléculaires, est clairement définie dans le cadre de la théorie QTAIM de R. Bader
des atomes dans les molécules (voir section . En revanche, le potentiel électrostatique V (r)
ne bénéficie pas d’un tel cadre théorique tandis que sa topologie est plus riche et complexe que
celle de la densité électronique. Certains des points critiques de V(7) peuvent étre associés a des
interprétations similaires a ceux de p(7) mais ce n’est pas le cas de beaucoup d’autres qui sont
moins discutés dans la littérature [Gadre et Bendale, 1986}|Leboeut et al., 1999, Balanarayan et
Gadre, 2003, Mata et al., 2007, Gadre et Kumar, 2016} Anjalikrishna et al., 2019]. Pour détailler
les différents types de points critiques de V(r), je vais m’appuyer dans ce qui suit sur I'exemple
du complexe N-méthylacétamide - méthanol représenté dans la figure

Comme le montre la figure les maxima locaux (3,—3) de V(r) sont localisés sur les
positions des noyauxEL comme ceux de p(r). Les minima locaux (3,+3) de V(r) correspondent
quant a eux a des concentrations locales d’électrons. Ces concentrations d’électrons révelent
les positions des paires d’électrons non-liantes [Kumar et al., 2014a} Gadre et Kumar, 2016]E
Notons que celles-ci ne sont pas caractérisées par les points critiques de p(r) mais plutét par
ceux du Laplacien V2p(r). Dans la figure les minima locaux Cpb0 et Cp52 correspondent
aux deux doublets non-liants de 'atome d’oxygene du méthanol, les Cp51 et Cp76 aux doublets

non-liants de 'oxygéne du N-méthylacétamide, et le Cpb3 au doublet non-liant de I’azote du

1. I est possible d’avoir R < 3 méme si le systeme est dans son état fondamental si celui-ci présente des
symétries particulieres [Gadre et al., 1992].

2. Il est intéressant de noter que lorsque les noyaux sont traités comme des distributions ponctuelles, modélisées
par des fonctions de Dirac 0(R;) aux positions R;, le potentiel électrostatique V() tend vers Uinfini en R; donc
ses courbures ne sont pas définies en ses positions. Les maxima locaux (3, —3) émergent donc du comportement
asymptotique de V() autour des positions des noyaux |[Mata et al., 2007).

3. Le terme de paire d’électrons non-liante ou de doublet non-liant (ou "lone pair") est utilisé dans ce manuscrit
au sens de la définition donnée par A. Kumar et S. R. Gadre [Kumar et al., 2014a], c’est-a-dire pour qualifier une
concentration localisée d’électrons de valence non-impliqués dans une liaison covalente. Il est important de noter
ici que tous les minima locaux du potentiel électrostatique ne correspondent pas nécessairement a un doublet
non-liant.



2.1. POINTS CRITIQUES 47

0909
°
o

oCp52
€CpS0

«cp75

eCp76 eCp51
(¢) Minima locaux (3,+3).
Cps4
p4
)
€Cp59
¢:1p58 p3 g;:: op72
p57 Cp63 22 «Cp23
W5 28 oory
®P2T oo eCpeseCPERpE9
cp29
Cp30
ocp73
(d) Points-selles (3, —1). (e) Points-selles (3, +1).
FIGURE 2.1 — Les points critiques du potentiel électrostatique dans le complexe N-

méthylacétamide - méthanol.

(a) Tous les points critiques du potentiel électrostatique V(r) sont représentés dans le complexe N-
méthylacétamide - méthanol, avec des spheres bleues pour les maxima locaux (3, —3), rouges pour les minima
locaux (3,43), vertes pour les points-selles (3, —1) et cyan pour les points-selles (3,+1). (b) Les maxima locaux
(3, —3) sont localisés sur les positions des noyaux. (c) Les minima locaux (3,+3) correspondent & des concen-
trations locales d’électrons telles que les doublets non-liants. (d) Les points-selles (3,—1) sont positionnés sur
les liaisons covalentes pour certains et dans I’espace intermoléculaire pour d’autres. (e) Les points-selles (3, +1)
peuvent apparaitre dans les structures de cycle et ailleurs dans ’espace intermoléculaire.
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N-méthylacétamide. Le minimum local Cp75 n’est quant a lui associé a aucun doublet non-liant,
il apparait en raison de la présence des déplétions locales d’électrons sur les atomes d’hydrogene
des groupements méthyles qui 'entourent. En effet, le potentiel électrostatique a cette position
est positif, avec une valeur de V(rcp75) = 0,016 e.A=1 tandis qu’aux positions des noyaux des
hydrogenes (Cp36 et Cp40 de la figure V(rcpss) = V(rcpao) = 17,6 e.A=1. 1l s’agit donc
bien d’un minimum local du potentiel mais, puisque V (7cp7s) est proche de zéro et positif, il ne
correspond pas a une concentration d’électrons. Les paires d’électrons non-liantes de I’'oxygene du
N-méthylacétamide (Cp51 et Cp76 de la ﬁgure portent quant & eux des valeurs négatives du
potentiel : V(rcps1) = —0, 206 e A1 et V(rcpre) = —0,218 e.A=1, propres & une concentration
locale de charge négative. En effet, les doublets non-liants sont nettement définis dans ce systéme,
ce qui leur permet d’étre caractérisés par un minimum local de potentiel. Ce n’est pas toujours le
cas, il peut arriver que ces paires d’électrons soient diffuses dans une région de I’espace [Ahmed
et al., 2013] et ne puissent pas étre localisées par un point critique. Ce cas de figure sera rencontré
dans les applications présentées dans le chapitre

Parmi les points-selles (3, —1) et (3, +1) de V(r), certains correspondent aux points-selles des
liaisons (BCP) et des cycles (RCP) de p(r). Par exemple, dans la figure des points-selles
(3, —1) apparaissent sur les liaisons covalentes et non-covalentes. En particulier, les points Cp14
et Cp5H4 correspondent aux deux BCP de p(r) caractérisant les liaisons hydrogeéne observées dans
la figure Pour les points-selles (3, +1) sur la figure le point Cp29 est similaire au RCP
de la densité apparaissant dans la figure[I.3a] Les autres points-selles sont plus difficiles & associer
a des aspects structuraux ou d’interactions interatomiques. E. Espinosa et ses collegues [Mata
et al., 2007] ont proposé une interprétation en termes de délimitations des bassins topologiques
de V(r) et de points d’entrée des zones d’influence électrophile pour les (3, —1) et nucléophile
pour les (3,+1) lors d’attaques nucléophiles ou électrophiles, respectivement. Ce dernier aspect

sera davantage discuté dans la partie [2.3

2.1.2 Algorithme de recherche des points critiques
Minimisation de Newton-Raphson

D’une maniere générale, les points critiques 7. d’'un champ scalaire f(r) sont définis par :
Vf(r = r.) = 0. Leurs positions 7. peuvent donc étre déterminées en utilisant une méthode
numérique de recherche des racines (ou zéros) de la fonction V f(r) dans R3. Pour cela, une des
méthodes les plus connues et simple a implémenter est la minimisation de Newton-Raphson. La
minimisation de Newton-Raphson est une méthode itérative permettant de suivre la direction
dans laquelle se trouve le point critique & partir d’une position initiale rq. A chaque itération, la
nouvelle position r;41 est calculée a partir de la position actuelle 7 et du pas de déplacement
h, telle que : rg11 =71 + h.

L’expression du pas de déplacement h provient du développement limité a l'ordre 2 de la
fonction f(rki1). Par exemple, pour une fonction f(zjy1) définie dans R, ce développement
limité s’écrit :

Flonen) = flan+h) = ) +hf () + 312 F" (@), (21)

ou f" et f” sont respectivement les dérivées premiere et seconde de f. La minimisation de
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I'équation 2] donne :
0= %f(:ck + h)
= o (F@0) + s wn) + 525 )
= f(ex) + " () (22)
o he L) (2.3)
()

Pour une fonction f(r) définie dans R3, le pas de déplacement est un vecteur h, la dérivée
premiére f’' devient le gradient V f(r) et la dérivée seconde f” correspond a la matrice hessienne

H¢(r). La direction du point critique 7. est donc donnée par :

i1 =T — [Hp(re)] " VE(r). (2.4)

L’algorithme est stoppé lorsque la norme du gradient V f(ry) devient trés proche de zéro. Cepen-
dant, la convergence n’est possible qu’a condition que le point de départ 7 soit déja suffisamment

proche d’un point critique réel.

Recherche des points critiques d’un champ scalaire moléculaire

Dans le cas d’'un champ scalaire moléculaire, tel que la densité électronique p(r) ou le po-
tentiel électrostatique V' (r), plusieurs méthodes pour définir les points de départ r¢ a partir de
considérations moléculaires ont déja été proposées [Leboeuf et al., 1999, Balanarayan et Gadre,
2003} Shirsat et al., 1992, Malcolm et Popelier, 2003|. Dans le cadre des développements réalisés
pour ma thése, j’ai choisi de reprendre la méthode a la fois élégante et efficace de P. Balana-
rayan et S. R. Gadre [Balanarayan et Gadre, 2003| pour la détermination des points critiques de
V(7). Cette méthode repose sur le principe suivant |[Balanarayan et Gadre, 2003 : « la présence
d’un point critique doit étre ressentie lors de ’évaluation du champ scalaire moléculaire sur une
surface fermée entourant les atomes de la molécule ». En pratique, cela signifie que si un point
critique de V' (7) se situe a proximité d’un atome, alors l'effet de sa présence doit se manifester
dans les valeurs prises par V(r) autour de cet atome. Par exemple, dans le cas de la molécule
d’eau (figure , I'existence des maxima locaux (3, —3) localisés sur les noyaux d’hydrogene et
des minima locaux (3,+43) correspondant aux doublets non-liants de l'oxygene est détectable en
sondant les valeurs de V(r) sur la surface entourant 'atome d’oxygéne.

Pour illustrer I'algorithme de recherche des points critiques, la figure présente graphi-
quement les différentes étapes qui sont suivies. La premiere étape consiste a définir autour de
chaque atome une surface sphérique centrée sur le noyau et dont le rayon est égal au rayon
de covalence ("covalent radius") de 'espece chimique. Sur chacune de ces sphéres, une grille
2D en coordonnées sphériques (6, p) est construite, correspondant aux points verts formant des
sphéres autour des noyaux dans la figure Les extrema (maxima et minima) locaux en 2D
du champ scalaire sont recherchés sur ces grilles sphériques en analysant les premiers voisins

de chaque point (6, ¢), un maximum 2D local portant une valeur du champ scalaire plus haute
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FIGURE 2.2 — Potentiel électrostatique V' (r) autour de 'atome d’oxygene de la molécule d’eau.

La sphere centrée sur le noyau de atome d’oxygeéne et de rayon égal au rayon de covalence de 1’oxygene (0,68A)
est colorée par la valeur du potentiel électrostatique V(r) (donnée par 1’échelle a gauche en e.Afl) généré par
la molécule d’eau. Du premier point de vue de la molécule d’eau ou I’atome d’oxygeéne est derriere les atomes
d’hydrogeéne (& gauche), la présence des maxima locaux (3, —3) associés aux noyaux des atomes d’hydrogene a
proximité est signalée par des concentrations de valeurs hautes de V(r) sur la surface (de couleur bleue). De
méme, du second point de vue ot oxygene est devant les hydrogenes (& droite), la présence des minima locaux
(3,43) correspondant aux doublets non-liants de 'oxygeéne & proximité est caractérisée par des concentrations de
valeurs faibles de V (r) sur la surface (de couleur rouge).

que tous ses premiers voising, et un minimum 2D local, une valeur plus faible. Dans la figure
2:3D], ces maxima et minima locaux 2D sont représentés par des points bleus et des points rouges

respectivement.

Ensuite, pour chaque spheére atomique, des rayons partant du centre et passant par chacun
des extrema locaux 2D sont construits. Leur longueur est égale a quatre fois le rayon de cova-
lence pour assurer une couverture de ’espace moléculaire suffisante. Ces rayons sont dessinés
de couleur bleue pour ceux passant par les maxima locaux 2D et de couleur rouge pour ceux
passant par les minima locaux 2D dans la figure Une recherche des maxima et minima en
1D du champ scalaire sur ces directions radiales est ensuite effectuée, a 'intérieur et a 'extérieur
des spheres, qui sont représentés par des points respectivement bleus et rouges dans la figure
2:3d] Les extrema radiaux ainsi obtenus indiquent la présence a proximité de points critiques
3D. Ils sont donc utilisés pour définir les points de départ ry de 'algorithme de minimisation de

Newton-Raphson présenté précédemment.

Pour finir, afin de s’assurer que tous les points critiques ont été répertoriés, la recherche
de Newton-Raphson est également appliquée aux points médians entre chaque paire de points

critiques déja trouvés, jusqu’a ce que plus aucun nouveau point critique ne soit découvert.

Grace a I'implémentation de ces algorithmes dans le logiciel MoProViewer, qui sera présentée
dans la section [2.4.2] les positions des points critiques du potentiel électrostatique peuvent étre
déterminées avec précision dans les complexes protéine-ligand. En particulier, la localisation des
sites électrophiles (maxima locaux (3,—3)) et des sites nucléophiles (minima locaux (3,+3))
permet d’identifier les contributeurs aux interactions électrostatiques qui se manifestent par la
présence de lignes de champ électrique les reliant. Les points-selles apparaissent quant a eux a

'interface entre les surfaces de flux nul de V(7).
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(a) Grilles sphériques. (b) Extrema locaux 2D.

(c) Rayons partant des noyaux. (d) Extrema locaux 1D.

FIGURE 2.3 — Etapes de détermination des points critiques d’'un champ scalaire moléculaire.

La méthode de détermination des points critiques du potentiel électrostatique V(r) se déroule en 5 étapes. La
premiére étape (a) consiste & construire des grilles sphériques 2D, dont les points (points verts) sont définis en
coordonnées sphériques (0, p) autour de chaque atome, centrés sur les noyaux et de rayons égaux a leurs rayons
de covalence. Ensuite, (b) les maxima (points bleus) et minima (points rouges) locaux 2D sont recherchés sur ces
surfaces. Pour chaque atome, (c) des rayons partant du noyau et passant par chaque maximum local 2D (rayons
bleus) et par chaque minimum local 2D (rayons rouges) sont construits. Puis, (d) les maxima (points bleus) et
minima (points rouges) locaux 1D sont recherchés sur chaque direction radiale partant des noyaux. Enfin, les
points critiques de V(r), montrés sur la figure sont obtenus en appliquant ’algorithme de minimisation de
Newton-Raphson en utilisant ces extrema locaux 1D comme positions initiale rg.
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2.2 Topographie des lignes de champ électrique et faisceaux pri-

maires

2.2.1 Lignes de champ électrique

En plus de la détermination des points critiques, ’analyse topologique du potentiel élec-
trostatique moléculaire V(r) repose également sur la caractérisation de son gradient VV (7).
Contrairement au gradient de p(r), le gradient de V (r) correspond a une observable physique :
le champ électrique moléculaire E(r) = —VV (7). De plus, le champ électrique est directement
relié aux forces électrostatiques, avec par exemple F'(r) = qE(r), la force électrostatique res-
sentie par une charge-test ¢ dans le champ électrique E(r) généré par une molécule. Enfin, le
champ électrique est responsable des effets de polarisation via la relation p(r) = a(r) - E(r),
ou a(r) et p(r) sont les polarisabilités et moments dipolaires induits en r par E(7).

Aussi, I’étude des lignes de champ électrique est pertinente pour étudier les interactions dans
les complexes moléculaires. Si le systéme est neutre, toutes les lignes de champ commencent sur
les sites électrophiles (points critiques (3, —3) de V(7)) et se terminent sur les sites nucléophiles
(points critiques (3,+3) de V(r)). Si le systéme est pseudo-isolé et porte une charge globale
non-nulle, certaines lignes de champ possedent une extrémité partant a l'infini. Les influences
électrostatiques des contributeurs générant ce type de lignes de champ s’étendent donc a travers
I’espace intermoléculaire et peuvent conduire ’approche d’un autre groupement chargé [Pathak
et Gadre, 1990,|Gadre et Shrivastava, 1991, Bouhmaida et al., 2002, Kumar et Gadre, 2016].

2.2.2 Faisceaux primaires et surfaces de flux nul
Définition

Les lignes de champ électrique se regroupent en faisceaux et réalisent une partition de I'espace
en surfaces de flux nul du potentiel électrostatiqueﬁ Sy telles que E(r) - n(r) =0,Vr € Sy et ou
n est le vecteur normal a la surface Sy. Un faisceau contenant les lignes de champ émergeant d’un
méme site électrophile et se terminant sur un méme site nucléophile est enfermé dans un volume
fini et est appelé faisceau primaire fermé (ou "closed primary bundle"). Par exemple, quelques
faisceaux primaires fermés dans ’espace intermoléculaire du complexe N-méthylacétamide -
méthanol sont représentés sur la figure Ces faisceaux primaires commencent sur les sites
électrophiles correspondant a quatre protons du N-méthylacétamide et se terminent sur les deux
doublets non-liants de I'oxygene du méthanol. Dans les systémes pseudo-isolés, les lignes de
champ qui partent a l'infini peuvent également se regrouper sous la forme d’un faisceau si leur
extrémité finie se trouve sur un méme point critique. Ces faisceaux sont contenus dans un volume
infini, on parle alors de faisceau primaire ouvert (ou "open primary bundle") [Mata et al., 2007).
La partition de ’espace en bassins topologiques du potentiel, qui sont les volumes contenant les
faisceaux primaires de lignes de champ électrique, differe de celle obtenue a partir des bassins

atomiques de la topologie de la densité p(r). En effet, cette partition ne permet pas d’associer

4. Le terme surface de flux nul du potentiel électrostatique fait référence a l’expression "zero flux surface of
the electrostatic potential" qui est couramment employée dans la littérature. Il désigne par abus de langage la
surface au travers de laquelle le flux du gradient du potentiel électrostatique (ou du champ électrique) est nul.
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(a) Faisceaux primaires de lignes de champ. (b) Surfaces entourant les faisceaux primaires.

FIGURE 2.4 — Faisceaux primaires fermés dans l’espace intermoléculaire du complexe N-
méthylacétamide - méthanol.

Les faisceaux primaires peuvent étre représentés soit par (a) les lignes de champ électrique qu’ils contiennent, soit
par (b) les surfaces qui entourent ces faisceaux primaires. Le faisceau primaire entre ’hydrogéne du groupement
méthyle gauche du N-méthylacétamide et le doublet non-liant gauche de 'oxygéne du méthanol est coloré en
orange, celui entre I’hydrogéne amide et le doublet non-liant gauche en bleu, celui avec le doublet non-liant droit
en rose, et celui entre 'hydrogene du groupement méthyle droit et le doublet non-liant droit en vert. Les maxima
locaux (spheéres bleues), correspondant aux sites électrophiles sur les protons, sont les points de départ des lignes
de champ tandis que les minima locaux (sphéres rouges), associés aux sites nucléophiles sur les doublets non-
liants, sont leurs points d’arrivée. Les points-selles, représentés par des sphéres vertes pour les types (3,—1) et
cyan pour les (3,41), sont présents sur les interfaces entre les surfaces de flux nul de potentiel. La représentation
des faisceaux primaires par les lignes de champ électrique qu’ils contiennent a l’avantage d’étre intuitive car elle
est liée a la notion de forces électrostatiques mais les limites spatiales exactes des faisceaux primaires ne sont pas
visibles. Grace & la représentation en surfaces contenant les faisceaux primaires, les limitations de chaque bassin
topologique de V (r), ainsi que la partition de I'espace qu’ils réalisent, apparaissent clairement.

les volumes topologiques de V(r) aux atomes, comme c’est le cas pour p(r), mais & des paires

« site électrophile - site nucléophile ».

Représentation des faisceaux primaires

Les faisceaux primaires sont généralement représentés par les lignes de champ qu’ils contiennent
[Mata et al., 2007[Kumar et Gadre, 2016], comme dans la figure 2.4a] Le champ électrique étant

directement associé aux forces électrostatiques, cette représentation en lignes de champ permet

de visualiser les chemins que pourraient emprunter une charge-test soumise a ces forces. Cepen-
dant, chaque faisceau contenant une infinité de lignes de champ, elles ne peuvent pas toutes étre
représentées et les délimitations spatiales exactes des bassins topologiques de V(r) ne sont pas
visibles dans cette représentation. C’est pourquoi, j’ai mis au point une nouvelle méthodologie
permettant de représenter les surfaces entourant les faisceaux primaires, comme dans la figure
[2:4D] Cette représentation fait ressortir la partition spatiale en bassins topologiques du potentiel,
de fagon a ce que chaque point de I’espace moléculaire puisse étre associé a un unique faisceau

primaire.
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2.2.3 Algorithme de détermination des surfaces entourant les faisceaux pri-

maires

Dans le but de mettre en évidence les délimitations de leurs volumes, j’ai développé une nou-
velle méthodologie pour obtenir les surfaces entourant les faisceaux primaires. Pour les faisceaux
primaires fermés, je suis partie de la définition suivante : un faisceau primaire fermé est constitué
des lignes de champ dont une extrémité est localisée sur un unique maximum local et 1'autre
extrémité est localisée sur un unique minimum local. En sondant ’espace moléculaire, les points
appartenant au volume du faisceau primaire peuvent étre discriminés en testant ces conditions
aux extrémités des lignes de champ. Les différentes étapes de cette méthode sont illustrées dans
le cas du faisceau primaire entre le site électrophile du proton amide du N-méthylacétamide et
du site nucléophile de I'un des doublets non-liants de 'oxygéne du méthanol sur la figure [2.5]

Pour générer le faisceau primaire entre un maximum local et un minimum local, la premiere
étape est d’estimer le volume de la boite rectangulaire contenant ce faisceau primaire. Pour cela,
un ensemble de lignes de champ est généré a partir du maximum local, et celles rejoignant le
minimum local considéré sont retenues (voir figure . Les coordonnées de tous les points par
lesquels ces lignes de champ passent sont analysées pour définir les coordonnées des coins de la
boite (Zmin, Ymin, Zmin) €t (Tmax, Ymax, Zmax ). Comme montré dans la figure une grille 3D
orthogonale et réguliere est définie a l'intérieur de cette boite.

Ensuite, pour chaque point (z,y, z) de la grille, un nouveau champ scalaire binaire n(z,y, 2)
est calculé. Cette fonction implicite prend la valeur 1 si le point (x,y,2) est a 'intérieur du

volume V du faisceau primaire et la valeur 0 sinon :

1 si(z,y,2) €V

0 si(x,y,2z)¢V (2:5)

n(z,y,z) = {
Pour tester si le point (z,y, z) se trouve a 'intérieur de V ou non, les positions des extrémités de la
ligne de champ électrique passant par ce point sont déterminées en suivant la direction du vecteur
champ électrique E(r), puis la direction inverse, c’est-a-dire celle du vecteur gradient du potentiel
VV(r). Si les extrémités remplissent les conditions définissant le faisceau primaire, c’est-a-
dire si elles correspondent aux positions des points critiques considérés, alors n(z,y,z) = 1, et
n(x,y,z) = 0 sinon. La figure montre les points pour lesquels n(x,y,z) = 1 dans la grille
rectangulaire.

Le champ scalaire n(z,y,2z) valant 1 a lintérieur du faisceau primaire et 0 a l'extérieur,
I'isosurface n(z,y, z) = 0,99 doit étre tres proche de la surface de flux nul de potentiel entourant
exactement le volume du faisceau primaire. J’ai utilisé I’algorithme des "Marching Cubes" |Lo-
rensen et Cline, 1987| pour reconstruire le maillage triangulaire (voir figure de cette surface
et la librairie OpenMesh [Kobbelt et al., 2002] pour afficher la surface 3D autour du faisceau pri-
maire (voir figures et . L’implémentation de ces méthodes dans le logiciel MoProViewer
sera décrite dans la section 2.4.3

La surface entourant un faisceau primaire ouvert peut étre déterminée de fagon équivalente
en changeant simplement les conditions que les extrémités des lignes de champ calculées doivent
respecter. En effet, pour les faisceaux primaires ouverts, seule une extrémité doit étre localisée

sur un unique extremum local tandis que 'autre extrémité part a l'infini.
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(a) Estimation des dimensions. (b) Grille rectangulaire. (c) Test des points a U'intérieur.

(d) Triangulation de 'isosurface. (e) Surface du faisceau primaire. (f) Lissage de la surface.

FIGURE 2.5 — Etapes de détermination de la surface entourant un faisceau primaire fermé.

Les différentes étapes de ’algorithme de détermination de la surface entourant un faisceau primaire fermé sont
imagées dans le complexe N-méthylacétamide - méthanol, entre le site électrophile (sphere bleue) du proton amide
du N-méthylacétamide et le site nucléophile (sphére rouge) d’un des deux doublets non-liants de 'oxygene du
méthanol. (a) Un premier faisceau de quelques lignes de champ appartenant au faisceau primaire (lignes roses)
est généré pour estimer la taille de la boite rectangulaire (en noir) I’enfermant. (b) Une grille orthogonale et
réguliere de points (x,y,z) (points verts) est définie dans cette boite. (c) Chaque point de la grille est testé
pour évaluer le champ scalaire n(z,y, z), qui prend la valeur 1 pour les points & I'intérieur du faisceau primaire
(points bleus) et la valeur 0 sinon. (d) La triangulation de lisosurface n(z,y,2) = 0,99 (triangles bleus) est
réalisée & l'aide de I’algorithme des Marching Cubes |Lorensen et Cline, 1987]. (e) La surface entourant le faisceau
primaire (surface bleue) est reconstruite & partir du maillage triangulaire grace a la librairie OpenMesh
let al., 2002]. (f) Pour finir, cette surface est lissée pour améliorer son aspect visuel, également grace & la librairie
OpenMesh [Kobbelt et al., 2002].

Les faisceaux primaires étant associés aux paires de sites électrophiles et nucléophiles, ils
peuvent étre regroupés soit par sites électrophiles soit par sites nucléophiles. Les unions de
faisceaux primaires qui en découlent permettent de définir les zones d’influence électrophile et

les zones d’influence nucléophile.
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2.3 Partition de I’espace en zones d’influence électrophile et en

zones d’influence nucléophile

2.3.1 Définition des zones d’influence électrophile et nucléophile

Comme énoncé précédemment, un faisceau primaire est associé a une paire site électro-
phile - site nucléophile. Aussi, les faisceaux primaires peuvent étre regroupés autour d’un site
électrophile commun ou d’un site nucléophile commun, définissant ainsi les zones d’influence

électrostatique comme introduites par I. Mata, E. Molins et E. Espinosa [Mata et al., 2007].

Zone d’influence électrophile

L’union des faisceaux primaires contenant les lignes de champ électrique émergeant d’un
méme site électrophile (point critique (3,—3) du potentiel électrostatique) constitue la zone
d’influence de ce site électrophile. La zone d’influence électrophile (ZIE) correspond & la région
de 'espace soumise a 'influence électrophile d’un unique maximum (3, —3) de V(r), c’est-a-dire
d’un noyau. Par conséquent, une ZIE peut étre associée & un unique atome. Par exemple, la figure
montre les trois faisceaux primaires émergeant du site électrophile du proton du groupement
amide du N-méthylacétamide en complexe avec le méthanol, et la figure représente la ZIE
formée par leur union. A la surface d’'une ZIE, le point ou le potentiel électrostatique V(r)
est localement maximal est caractérisé par un point-selle (3,—1), c’est donc en ce point que la

barriére de potentiel pour une attaque nucléophile est la plus basse [Mata et al., 2007].

Zone d’influence nucléophile

De méme, I'union des faisceaux primaires contenant les lignes de champ électrique conver-
geant vers un méme site nucléophile (point critique (3, +3) du potentiel électrostatique) forme
la zone d’influence de ce site nucléophile. Comme expliqué dans la partie[2.1] un site nucléophile
correspond souvent & une paire d’électrons non-liantes. Certains atomes, comme 'atome d’oxy-
gene qui est trés présent dans les molécules biologiques, possedent plusieurs doublets non-liants.
J’ai choisi de définir dans mes travaux la zone d’influence nucléophile (ZIN) comme la région de
'espace soumise a l'influence du ou des minimum(minima) (3, +3) de V(r) correspondant au(x)
doublet(s) non-liant(s) appartenant a un unique atome. Cette définition & I’avantage de relier
les ZIN aux atomes, comme c’est le cas pour les ZIE. D’ailleurs, puisqu’il existe un faisceau
primaire de lignes de champ électrique entre les doublets non-liants d’'un atome et son propre
noyau, ce dernier est également contenu dans le volume de la ZIN. Par exemple, les faisceaux
primaires reliés aux deux doublets non-liants de I'atome d’oxygene du groupement hydroxyle
du méthanol dans le complexe avec le N-méthylacétamide, montrés dans la figure forment
la ZIN de cet atome d’oxygene, représentée par la surface rouge sur la figure Les deux
lobes de la ZIN, chacun associé & un doublet non-liant, sont d’ailleurs bien visibles. Le point
ou le potentiel électrostatique V(r) est localement minimal & la surface d’'une ZIN est marqué
par la présence d’un point-selle (3,+1), et constitue le point d’entrée le plus favorable pour une
attaque électrophile [Mata et al., 2007].
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(a) Faisceaux primaires associés au site électrophile. (b) Zone d’influence électrophile.

(c) Faisceaux primaires associés aux sites nucléophiles. (d) Zone d’influence nucléophile.

FIGURE 2.6 — Définition de la zone d’influence d’un site électrophile et d’un site nucléophile.

Dans le complexe N-méthylacétamide - méthanol, (a) les faisceaux primaires et (b) la zone d’influence qui sont
associés au site électrophile localisé sur le proton du groupement amide du N-méthylacétamide, ainsi que (c) les
faisceaux primaires et (d) la zone d’influence qui sont associés aux deux sites nucléophiles correspondant aux
doublets non-liants de 'atome d’oxygéne du méthanol, sont représentés. La zone d’influence électrophile (surface
bleu foncé dans (b)), associée a 'atome d’hydrogeéne amide, est la région de I’espace soumise & Uinfluence électro-
phile de ce proton uniquement. De méme, la zone d’influence nucléophile (surface rouge dans (d)), associée aux
deux paires d’électrons non-liantes de 'atome d’oxygéne hydroxyle, est la région de I’espace soumise & 'influence
nucléophile de cet atome d’oxygéne uniquement.

Algorithme de détermination des surfaces entourant les zones d’influence

D’un point de vue algorithmique, il aurait été envisageable de construire les zones d’influence
en partant de la détermination des faisceaux primaires puis de les fusionner. Cependant, comme
le montre la figure il peut arriver qu'une zone d’influence soit composée d’un grand nombre

de faisceaux primaires. Cette approche serait donc trop cotiteuse en temps de calcul. La méthode
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que j’ai proposée se base sur une détermination directe de la zone d’influence. En effet, comme
pour les faisceaux primaires, la définition des ZIE et des ZIN repose sur les conditions remplies
par les extrémités des lignes de champ contenues dans leurs volumes. Par conséquent, I'algo-
rithme défini dans la section pour les faisceaux primaires peut également étre appliqué aux
zones d’influence. La seule étape qui doit étre adaptée est celle du calcul de la fonction implicite
n(x,y, z). Pour les faisceaux primaires, cette fonction n(z,y, z) valait 1 si la ligne de champ pas-
sant par le point (x,y, z) avait bien pour extrémités la paire site électrophile - site nucléophile
considérée, et valait 0 sinon. Pour une ZIE, il suffit que la ligne de champ passant par (z,v, 2)
débute sur le site électrophile associé au noyau de I’atome considéré pour avoir n(z,y,z) = 1,
et n(x,y,z) = 0 sinon. De méme, pour une ZIN, si la ligne de champ passant par (x,y,z) se
termine sur un site nucléophile associé au(x) doublet(s) non-liant(s) de I’atome considéré alors
n(x,y,z) =1, et n(z,y, z) = 0 sinon. Cette méthode a également été implémentée dans le logiciel
MoProViewer, comme le détaillera la partie [2.4.3]

Par ailleurs, il est intéressant de noter qu'un faisceau primaire fermé, joignant une paire site
électrophile - site nucléophile, appartient a la fois a la ZIE associée au site électrophile et a la, ZIN
associée au site nucléophile. De méme, un faisceau primaire ouvert émergeant d’un site électro-
phile appartient a la ZIE associée méme si les lignes de champ partent vers ’infini, et un faisceau
primaire ouvert convergeant vers un site nucléophile appartient a la ZIN correspondante, méme
si les lignes de champ proviennent de l'infini. De plus, les bords de ces zones d’influence étant
communs avec les bords des faisceaux primaires, leurs volumes sont donc également enfermés

dans des surfaces de flux nul de potentiel Sy .

2.3.2 Partitions de espace moléculaire

La définition des zones d’influence permet de définir deux partitions de ’espace distinctes et
concomitantes : la partition en ZIE et la partition en ZIN. Les zones d’influence étant associées
aux atomes, les partitions de I'espace qu’elles réalisent peuvent s’avérer plus pertinentes que la
partition en faisceaux primaires, qui eux sont associés aux paires site électrophile - site nucléo-
philes. La figure illustre la partition de I’espace en ZIE dans le complexe N-méthylacétamide
- méthanol. Une ZIE est associée a chacun des maxima de V(r), représentés sur la figure
c’est-a-dire a chaque noyau. Grace a cette partition, 'atome portant I'influence électrophile a
laquelle une charge-test ¢ a la position 7, est soumise peut étre identifié facilement. En effet,
cette charge-test sera attirée vers (si ¢ < 0) ou repoussée par (si ¢ > 0) 'atome dont la ZIE
contient la position r,. Dans cette figure, toutes les ZIE ont volontairement été représentées pour
mettre en évidence la complétude de la partition de ’espace obtenue, en dépit de la clarté de
I’image. En pratique, la représentation de seulement quelques ZIE suffit pour étudier une région
particuliere de ’espace, comme par exemple un site de fixation dans la cavité d’une protéine.

La figure illustre quant a elle la partition en ZIN dans le complexe N-méthylacétamide -
méthanol. Dans ce complexe, seuls six sites nucléophiles ont été identifiés (voir ﬁgure. Parmi
ceux-ci, deux sont associés aux doublets non-liants de 1’oxygéne du méthanol (Cp50 et Cp52 de
la figure et forment la ZIN représentée par une surface rouge dans la figure , et deux
autres sont associés aux doublets non-liants de 'oxygeéne du N-méthylacétamide (Cp51 et Cp76

de la figure [2.7b)) et sont associés a la ZIN représentée par une surface jaune. En revanche, le
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(a) Partition de l'espace en zones d’influence (b) Partition de l'espace en zones d’influence
électrophile. nucléophile.

FIGURE 2.7 — Partition de I’espace moléculaire du complexe N-méthylacétamide - méthanol en
zones d’influence électrophile et en zones d’influence nucléophile.

L’espace moléculaire peut étre partitionné soit (a) en zones d’influence électrophile (ZIE), soit (b) en zones d’in-
fluence nucléophile (ZIN). Pour la partition en ZIE (a), les surfaces des zones d’influence des sites électrophiles
associés a chacun des 18 noyaux du complexe sont représentées, avec une couleur différente pour chaque site
électrophile. Pour la partition en ZIN (b), les surfaces des zones d’influence des sites nucléophiles correspondant
aux doublets non-liants des atomes d’oxygeéne du groupement carbonyle du N-méthylacétamide et du groupement
hydroxyle du méthanol sont représentées respectivement en jaune et en rouge. En pratique, le potentiel électro-
statique est calculé dans une boite de taille finie (boite noire), c’est pourquoi les zones d’influence sont tronqués
aux bords de cette boite. De plus, le potentiel électrostatique n’étant jamais exactement nul & longue distance
pour un systeme pseudo-isolé, j’ai introduit une valeur de coupure du champ électrique pour ramener sa norme
4 0 lorsqu’elle est en-dessous d’une faible valeur ¢ = 0,001e.A 2. C’est pourquoi la boite n’est pas entiérement
remplie bien que les ZIE et les ZIN réalisent des partitions compleétes de 1’espace.

Cpb3 supposé associé au doublet non-liant de ’atome d’azote du N-méthylacétamide, ne permet
pas de former une ZIN car il n’est pas suffisamment électronégatif (V (rcps3) = —0, 073e.A71)
pour faire converger vers lui les lignes de champ, celles-ci allant plutét converger vers le doublet
non-liant Cp76 de I'oxygeéne se trouvant & proximité (V(ropre) = —0,206e.A~1). Quant au
Cp75, il n’est pas associé a un atome et ne rentre donc pas dans la définition de ZIN donnée
précédemment. Cependant, ces deux minima peuvent tout de méme étre étudiés du point de
vue des faisceaux primaires. D’une maniere générale, la partition de l'espace en ZIN permet
d’identifier I’atome portant les doublets non-liants ayant une influence nucléophile a laquelle
sera soumise une charge-test ¢ a la position r,. Cette charge-test sera attirée vers (si ¢ > 0)
ou repoussée par (si ¢ < 0) I'atome associé & la ZIN contenant la position 7,. Il est intéressant
de noter que puisque les ZIN ne peuvent étre associées qu’a des atomes portant des doublets
non-liants ou groupements chargés négativement, celles-ci sont moins nombreuses que les ZIE

et plus volumineuses pour pouvoir remplir tout 1’espace.
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2.3.3 Surface de flux nul du potentiel et vérification du théoréme de Gauss
Théoréme de Gauss appliqué aux surfaces de flux nul de potentiel électrostatique

D’apres le théoréme de Gauss, le flux du champ électrique E a travers une surface fermée S
est proportionnel a la charge électrique totale Qiy contenue a I'intérieur du volume V' délimité

par cette surface :

%E = Qi (2.6)
S

€0
ol gg est la permittivité diélectrique du vide, et m est le vecteur normal a la surface S. Une
surface de flux nul du potentiel électrostatique Sy est définie telle que : E(r) - ny(r) = 0,
Vr € Sy et ou ny est le vecteur normal a la surface Sy . L’application du théoréme de Gauss a
Sy donne :
E ny="%_0, (2.7)

Par conséquent, la charge totale Qiy a l'intérieur d’une surface de flux nul de V(r) est nulle.
Les faisceaux primaires ainsi que les zones d’influence étant entourés par des surfaces de flux
nul, la charge totale & I'intérieur de leurs volumes est également nulle. La charge totale Qjyt est
la somme des charges nucléaires et des charges des électrons, ces dernieéres étant obtenues par
intégration volumique de la densité électronique. Les faisceaux primaires étant associés aux paires
site électrophile - site nucléophile, ils ne contiennent pas un nombre de noyaux connu a priori.
Les ZIN recouvrent quant a elles de larges volumes et peuvent englober plusieurs noyaux. Par
contre, les ZIE, par définition associées a un unique site électrophile chacune, ne contiennent
quant a elle que la charge nucléaire du noyau de ’atome ¢ correspondant. L’application du
théoreme de Gauss sur une ZIE donne donc : Qint = Z; + Qelec = 0, avec Z;, la charge nucléaire
de l'atome i et Qelec, la charge obtenue par intégration de la densité électronique p(r) dans la
Z1E :

Qelec = —€ /ZIE p(’r>d3r7 (28)

ou e est la charge élémentaire. En pratique, pour calculer numériquement cette intégrale, j’ai
utilisé la grille cartésienne orthogonale et réguliere définie pour la construction de la ZIE, de la
méme manieére que dans l'algorithme de détermination des faisceaux primaires (voir figures m
et [2.5d)), et j’ai sommé la valeur de la densité électronique p(x,y, z) sur chaque point de la grille
(z,y,2) a lintérieur de la ZIE (n(x,y,z) = 1), multipliée par I'’élément de volume d>r qui est

simplement le cube de la valeur du pas de la grille.

Vérification dans un systéme-test

Pour tester la validité des volumes définis dans mes travaux, j'ai vérifié le théoreme de
Gauss sur les ZIE dans le complexe N-méthylacétamide - méthanol. Le tableau rassemble
les valeurs de Qglec €t de Qint calculées dans les ZIE associées a chaque atome du complexe.
Globalement, les charges totales résiduelles Qi obtenues sont de 'ordre de +0, 10e. Les valeurs
de Qint les plus élevées en valeur absolue sont obtenues pour I'atome d’oxygene O1 du méthanol
avec Qint = +0,33e et pour les atomes de carbone Cl1 et C15 du N-méthylacétamide avec

respectivement Qi = —0,21e et Qi = +0, 17e. Pour ’ensemble de la molécule, la somme des
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Labels des atomes Atome |  Qelec Qint ER
01 —7,67 | +0,33 | 4,1%
H2 | —1,10 | —0,10 | 10,0%
C3 -5,90 | +0,10 | 1,7%
H4 -1,07 | —0,07 | 7,0%
H5 —-1,04 | —0,04 | 4,0%
H6 —1,04 | —0,04 | 4,0%
Cr —5,92 | 40,08 | 1,3%
HS8 —1,08 | —0,08 | 8,0%
H9 —1,07 | —0,07 | 7,0%
H10 —-1,07 | =0,07 | 7,0%
Cll | —6,21 | —0,21 | 3,5%
012 —7,92 | 40,08 | 1,0%
N13 —6,88 | —0,12 | 1,7%
H14 —1,09 | —0,09 | 9,0%
C15 —5,83 | +0,17 | 2,8%
H16 -1,07 | =0,07 | 7,0%
H17 —1,08 | —0,08 | 8,0%
H18 —1,08 | —0,08 | 8,0%

Total : | —58,12 | —0,12 | 0,2%

TABLEAU 2.1 — Vérification du théoreme de Gauss dans les zones d’influence électrophile.

La densité électronique a été intégrée dans les ZIE associées a chaque atome du complexe N-méthylacétamide -
méthanol. La premiére colonne « Atome » liste les labels, la premiére lettre étant le symbole de ’espece chimique,
correspondant aux différents atomes comme indiqué sur la figure de gauche. La deuxiéme colonne indique les
valeurs de la densité intégrée dans la ZIE, Qelec, donnée en unité atomique e = 1,60.107'°C. La troisiéme colonne
fournit la charge totale a l'intérieur de la ZIE : Qint = Z; — Qelec, avec Z;, la charge du noyau de I'espeéce chimique
1 (Zuy = le, Zc = 6e, Zn = Te et Zo = 8e), également donnée en unité atomique e. Les sommes de Qelec €t Qint
sur I’ensemble du complexe sont indiquées dans la derniere ligne du tableau. La derniére colonne présente le calcul
de lerreur relative ER = |(Qetec — Qelec, th)/Qelec, th|, 0U Qelec, th st la valeur théorique de la charge électronique,
correspondant a la charge nucléaire au signe pres. Ces valeurs ont été obtenues en utilisant les parametres par
défaut de la génération des zones d’influence (voir section [2.4.3)) et en utilisant un grand volume de boite pour le
calcul du potentiel électrostatique V(7).

charges totales est seulement de Qi = —0, 12e grace aux compensations entre charges résiduelles
de signes différents. L’erreur absolue commise sur Q¢ est identique a I’erreur absolue sur Qgjec,
pour laquelle il est également possible de calculer 'erreur relative (ER) par rapport a la valeur
théoriquement attendue qui correspond & 'opposé de la charge nucléaire. Les plus fortes erreurs
relatives sur Qelec SONt obtenues pour les atomes d’hydrogene, pour lesquels la valeur attendue
est Qeoec = le, allant de 10,0% pour I’hydrogéne H2 du méthanol a seulement 4,0% pour les
hydrogenes H5 et H6. Pour les atomes plus lourds, les erreurs relatives les plus élevées sont
obtenues pour 'atome d’oxygene O1 avec Qelec = —7,67e au lieu de —8, 00e attendu, soit ER
= 4,1%, et pour les atomes de carbone Cl1 et C15 avec respectivement Qcec = —6,21e et
Qelec = —5,83e au lieu de —6,00e attendu, soit ER = 3,5% et 2,8%. Pour ’ensemble de la
molécule, la somme des charges électroniques calculées par intégration de p(r) dans le volume
de la ZIE est de —58, 12e, contre —58, 00e attendu. L’erreur relative sur cette grandeur n’est que

de 0,2% grace aux compensations entre charges résiduelles de signes différents.

Pour une intégration de la densité électronique dans les bassins topologiques de p(r), c’est-
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a-dire dans les bassins atomiques définis dans la théorie QTAIM de R. Bader [Bader, 1990, la
déviation standard sur la charge atomique est de l'ordre de 0,02e¢ [Fournier et al., 2018]. Dans
I'exemple de la molécule d’acide (E)-5-phenylpent-1-enylboronique, les erreurs relatives sur les
charges électroniques atomiques QeleCE] vont de 0,2% pour les atomes d’oxygene a 2,0% pour les
atomes d’hydrogene [Fournier et al., 2018]. Les erreurs obtenues par l'intégration de la densité
électronique dans les ZIE sont légerement plus élevées mais d’ordre de grandeur similaire, ce qui
permet de valider la méthode de définition des ZIE. Ces erreurs ont trois origines possibles : la
valeur de p(r) elle-méme, la méthode d’intégration (notamment 1’échantillonnage du volume)
et la définition des bords du volume dans lequel la densité est intégrée. Cette derniere cause
est sans doute la plus importante, notamment dans des régions ou les faisceaux primaires et les
zones d’influence forment des volumes dont les bords sont tres étroits et dont les volumes sont

difficiles & modéliser avec 'algorithme des Marching Cubes.

2.3.4 Interprétation des descripteurs électrostatiques de partitions en zones
d’influence électrophile et nucléophile

Applications possibles pour I’étude des complexes protéine-ligand

Dans le paradigme des zones d’influence électrophile (ZIE) et nucléophile (ZIN), bien que le
potentiel électrostatique V (r) employé soit celui généré par 'ensemble du systéme considéré, les
partitions de I’espace qui en découlent permettent d’associer tout point de ’espace moléculaire
a un unique contributeur électrophile et & un unique contributeur nucléophile, pouvant étre un
point critique, un atome ou un groupement d’atomes. Les analyses traditionnelles, uniquement a
partir de la connaissance de la structure atomique, se limitent le plus souvent a la caractérisation
des interactions interatomiques comme les liaisons hydrogene et les ponts salins, sans permettre
de déduire les interactions plus distantes. En revanche, les descripteurs que sont les ZIE et les
ZIN révelent quant a eux I’étendue spatiale de I'influence électrostatique d’un atome (ou groupe
d’atomes). Aussi, un contributeur en apparence éloigné mais capable d’étendre son influence sur
de longues distance via les lignes de champ électrique pourra étre caractérisé par cette approche.
Par exemple, un résidu enfoui au fond de la poche de fixation d’une protéine et dont 'influence
électrostatique parvient jusqu’a l'entrée de la cavité pour guider 'approche d’un ligand sera
identifié grace a la détermination des zones d’influence des atomes qui le composent.

De plus, contrairement aux représentations classiques de V(r) sur les surfaces d’accessibilité
au solvant ou les contributeurs électrostatiques sont déterminés de facon individuelle, les ZIE
et ZIN mettent en évidence la concomitance entre influences électrophiles et nucléophiles. Cette
dualité souligne I'importance de la présence a la fois d’un contributeur électrophile et d’un
contributeur nucléophile pour que les forces électrostatiques et les effets de polarisation puissent
s’établir selon une direction particuliére, les deux étant donc nécessaires pour expliquer les
mécanismes dominés par ces effets. Par exemple, I’approche d’un ligand de nature nucléophile

est souvent guidée par 'influence d’un résidu électrophile dans le site de fixation, mais il peut

5. Dans larticle |[Fournier et al., 2018, ce ne sont pas les valeurs de charges électroniques Qeclec qui sont données
mais de charge totale Qint (notée Qtopo dans la publication). Les erreurs relatives sur les Qelec atomiques peuvent
estimée par le calcul : ER = SSD /Z, ot SSD ("Sample Standard Deviation") est la déviation standard du nombre
d’électrons et Z est la charge nucléaire, qui est égale a 'opposé de la charge électronique théorique.
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FIGURE 2.8 — Lignes de champ électrique dans la poche de fixation de la FABP.

Cette figure a été réalisée par B. Guillot (laboratoire CRM?) pour sa présentation "The role of water in ligand
binding process : charge density study of a fatty acid binding protein", dans le cadre de la conférence Gordon
"Electron Distribution and Chemical Bonding" de 2013. Les lignes de champ électrique dans la poche de fixation de
la protéine FABP sont représentées par des lignes bleues. Elles ont été calculées a partir du potentiel électrostatique
V(r) généré par la protéine apo (sans l'acide oléique) et par les molécules d’eau & lintérieur de la cavité. Ces
lignes de champ électrique sont donc celles qui sont ressenties par l'acide oléique (lig-OLE), qui est représenté en
vert.

I’étre aussi par la répulsion due a la présence d’un résidu nucléophile a l’entrée de la poche.
De méme, la direction des lignes de champ électrique, et donc des forces ressenties par un
groupement chargé, dépend simultanément des positions respectives des groupes électrophiles
et nucléophiles impliqués. C’est ce que je vais illustrer avec ’exemple de la protéine de fixation
des acides gras FABP ("Fatty Acid Binding Protein").

Retour sur la FABP

Les FABP sont des protéines de transport des acides gras qui sont connues pour présenter

une large cavité remplie par des molécules d’eau, qui sont présumées nécessaires pour établir un

environnement électrostatique favorable a la fixation du ligand [Hanhoff et al., 2002]. L’étude

de la FABP réalisée par E. I. Howard et ses collégues [Howard et al., 2016], déja mentionnée

dans la section[1.3.2] avait effectivement permis de discuter 'importance du cluster de molécules
d’eau conservé a l'intérieur de la cavité pour la fixation de ’acide oléique a partir des énergies
d’interaction électrostatique et de la topologie de la densité électronique. Les lignes de champ
électrique avaient également été envisagées pour caractériser les influences électrostatiques aux-
quelles l'acide oléique est soumis. C’est ce que montre la figure qui a été réalisée par B.
Guillot. Ces lignes de champ sont générées par les contributeurs des résidus de la protéine et
des molécules d’eau uniquement (sans ceux de l'acide oléique) a lintérieur de la cavité. Les

conformations des résidus a l'intérieur de la poche étant conservées par rapport a la structure

cristallographique de la forme apo de la protéine (code PDB : 3RZY |Gonzalez et Fisher, 2015]),

les lignes de champ ainsi obtenues caractérisent les forces électrostatiques ressenties par ’acide
gras lors de son approche. Plusieurs contributeurs dominants se distinguent : les résidus Argl26,

Tyr128 et Asp76 et quelques molécules d’eau conservées a 'intérieur de la cavité. Il est inté-
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ressant de noter que, dans le complexe FABP - acide oléique, la téte carboxylate de cet acide
gras est fixée par la charge positive du résidu Argl28 et par le groupement polaire hydroxyle du
résidu Tyr128. De plus, le résidu Asp76 se trouve sur une boucle située a I'entrée de la cavité et
fait partie du « portail » de la poche, pouvant passer d’une conformation ouverte (plus stable
dans la forme apo [Matsuoka et al., 2015]) & une conformation fermée (plus stable dans la forme
holo [Matsuoka et al., 2015]). Finalement, cette approche n’a pas été publiée dans l’article [Ho-
ward et al., 2016|, bien qu’elle ait été mentionnée dans la revue de C. F. Matta |[Matta, 2014],
car une description rigoureuse a partir de ces lignes de champ était difficile a mettre en ceuvre
a I’époque.

Gréace a 'implémentation dans MoProViewer des descripteurs issus de ’analyse topologique
de V(r), c’est-a-dire points critiques, faisceaux primaires et zones d’influence, ceux-ci peuvent
étre appliqués aux complexes protéine-ligand pour ce type d’étude. Les figures et
montrent respectivement les ZIE et les ZIN correspondant aux lignes de champ électrique dans
la poche de fixation de la FABP. Pour les ZIE, les deux contributeurs électrophiles principaux
(spheres bleues), situés au fond de la poche, sont identifiés avec précision : le proton He de
I’Arg126 (ZIE représentée par la surface bleu foncé) et le proton Hn de la Tyr128 (ZIE représentée
par la surface cyan). Ce sont bien ces sites électrophiles qui interagissent directement avec
le groupement carboxylate de l'acide oléique dans le complexe. De plus, 'extension de leur
influence a travers la cavité peut permettre de guider 'approche de ce ligand. Ces ZIE sont
capables de s’étendre dans une large partie de la poche grace a la présence des contributeurs
nucléophiles (spheres rouges) localisés a 'entrée de la cavité : 'un des doublets non-liants de
Patome d’oxygene Od1 de I’Asp76 et 'un des doublets non-liants de atome d’oxygéne de la
molécule d’eau Wat31. Notons que la Wat31 fait partie des molécules d’eau conservées dans
les autres structures de FABP de la PDB, méme dans les complexes formés avec un acide
gras différent. La représentation complémentaire des ZIN, surface rouge pour 'atome Asp76-
001 et surface orange pour Wat31-O dans la figure confirme I'étendue des influences
électrostatiques ressenties dans la cavité. Notamment, la présence du résidu chargé négativement
Asp76, qui est ici dans la conformation dite fermée de la poche, permet aux forces électrostatiques
ressenties par ’acide oléique de s’établir. De méme que les résidus Arg126 et Tyr128 sont capables
d’attirer la téte nucléophile de ce ligand vers eux, ce résidu Asp76 pourrait guider sa fixation en
le repoussant. Par conséquent, ’approche en zones d’influence électrophile et nucléophile offre
un nouveau point de vue pour I’étude des structures de protéines, permettant d’obtenir des
informations supplémentaires comme ’identification de contributeurs lointains a la fixation du

ligand qui ne seraient pas caractérisés par des approches classiques.

2.4 Implémentation dans MoProViewer

2.4.1 La suite logiciel MoPro et le logiciel MoProViewer

La suite de logiciels MoProSuite [Jelsch et al., 2005”?], développée par I'équipe BioMIMIC du

CRM?2, est dédiée d'une part a I'affinement des structures atomiques des composés cristallins et

6. La suite logiciel MoProSuite est disponible sur le site du laboratoire CRM? : https://crm2.univ-lorraine.
fr/logiciels/mopro/


https://crm2.univ-lorraine.fr/logiciels/mopro/
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Asp76

Wat31

(a) Zones d’influence électrophile de Argl126-He et Tyr128-Hr).

(b) Zones d’influence nucléophile de Asp76-0d1 et Wat31-O.
FIGURE 2.9 — Zones d’influence électrophile et nucléophile dans la poche de fixation de la FABP.

Les zones d’influence (a) électrophile et (b) nucléophile ont été déterminées dans la poche de fixation de la protéine
FABP. Ces zones d’influence ont été calculées & partir du potentiel électrostatique V' (r) dans la protéine apo (sans
lacide oléique) en tenant compte des molécules d’eau & l'intérieur de sa cavité (dont Wat31 qui est affichée ici).
Les acides aminés de la protéine (Asp76, Argl26 et Tyr128) sont représentés avec des atomes de carbone gris. Le
ligand acide oléique (lig-OLE) est quant & lui représenté avec des atomes de carbone verts, et permet de comparer
les régions recouvertes par les zones d’influence & la position qu’il prend dans la structure du complexe, bien qu’il
n’ait pas été pris en compte dans le calcul de V (r). Les sphéres bleues correspondent aux points critiques (3, —3)
caractérisant les sites électrophiles des protons He de larginine Argl26 et Hn de la tyrosine Tyrl128. La zone
d’influence électrophile de Argl26-He est colorée en bleu foncé et celle de Tyr128-Hn en couleur cyan. Les spheres
rouges correspondent aux points critiques (3,43) caractérisant les sites nucléophiles de doublets non-liants des
atomes d’oxygene Od1 de l'aspartate Asp76 de O de la molécule d’eau Wat31. La zone d’influence nucléophile de
AspT76-061 est colorée en rouge et celle de Wat31-O en orange.
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d’autre part au calcul et a ’analyse des propriétés moléculaires. Pour les affinements cristallogra-
phiques, le logiciel MoPro et son interface utilisateur MoProGUI permet d’employer le modele
multipolaire de densité électronique de Hansen et Coppens [Hansen et Coppens, 1978| présenté
dans la section Les parametres du modele multipolaire peuvent soit étre affinés contre
des données de diffraction obtenues a résolution subatomique, soit transférés depuis les bases
de données ELMAM?2 ou MATTS introduites dans la section Par ailleurs, le programme
VMoPro réalise le calcul de cartes en 2D et en 3D de nombreuses propriétés moléculaires comme
notamment la densité électronique p(r), son gradient Vp(r), son Laplacien V?p(r), le potentiel
électrostatique V' (r) et le champ électrique E(r). Les cartes de ces champs scalaires comportent
les valeurs de la quantité calculée sur un maillage uniforme 3D d’un espace qui peut recouvrir
une partie ou la totalité d’une molécule ou d’un ensemble de molécules. Le calcul des éner-
gies d’interaction électrostatique selon la méthode nEP /MM (voir section est également
proposé par VMoPro, en lignes de commande.

Le logiciel MoProViewer |Guillot et al., 2014] est quant & lui doté d’une interface graphique
permettant la visualisation 3D des structures cristallines et moléculaires. Il propose la visualisa-
tion des propriétés géométriques, de déplacement thermique et électrostatiques dans les struc-
tures atomiques. En particulier, les cartes de p(r) et de V(r) calculées par VMoPro peuvent
étre affichées autour des molécules sous la forme d’isosurfaces 3D ou d’isocontours dans des
plans 2D. Pour ’étude des protéines, MoProViewer propose des outils faciles & utiliser pour
transférer les parameétres multipolaires de la librairie ELMAM2 sur ces structures et construire
un modele de densité électronique moléculaire précis pour ces systémes. Grace a ces modeéles, les
outils d’analyse basés sur la densité, sur le potentiel et sur ’énergie d’interaction électrostatique
(méthode nEP /MM ou aEP/MM) peuvent également étre appliqués a ces macromolécules. De
plus, le calcul et l'affichage des points critiques de la densité électronique p(r) et des bassins
atomiques sont disponibles dans MoProViewer. Les lignes de champ électrique intersectant un
plan de 'espace peuvent également étre représentées. Aussi, MoProViewer propose déja beau-
coup d’outils sur lesquels j’ai pu me reposer pour le développement de mes descripteurs de la
topologie du potentiel électrostatique. Notamment, les fonctions permettant de calculer la valeur
du potentiel électrostatique V(7) ou du champ électrique E(r) en des points quelconques de
I’espace étaient déja mises en place a partir des champs scalaires calculés par VMoPro et par des
méthodes d’interpolation numérique de type polynémes de Lagrange. Le logiciel MoProViewer

est programmé en langage C++ et utilise la librairie Qt pour son interface utilisateur.

2.4.2 Implémentation de la détermination des points critiques du potentiel
électrostatique

L’algorithme de recherche des points critiques du potentiel électrostatique V (r) détaillé dans
la partie [2.1] a été implémenté dans le logiciel MoProViewer. Comme déja mentionné, ce logiciel
proposait déja une méthode de détermination des points critiques de la densité électronique p(r).
Cependant, cette méthode s’appuyant sur le fait que p(r) est toujours positive mais ce n’est pas
le cas pour le potentiel électrostatique V(7). Les outils déja en place dans MoProViewer m’ont
tout de méme permis de mettre en place facilement la méthode de calcul des points critiques de
V(r).
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Fenétre de dialogue et parameétres utilisateur

J’ai implémenté cette méthode comme une alternative ajoutée a l'interface utilisateur de
l'outil de points critiques ("Critical Point") déja existant dans MoProViewer, cette fois pour le
potentiel électrostatique. Une capture de la fenétre de dialogue associée a ’outil est proposée sur
la figure[2.10] Cette interface propose cinq parametres ajustables par 1'utilisateur. Le premier est
le nombre maximum d’itérations autorisé pour ’algorithme de Newton-Raphson explicité dans
la partie|2.1} c’est-a-dire le nombre de positions successives 711 testées avant de considérer que
I’algorithme n’a pas convergé. La valeur de « est un coefficient qu’il est courant d’ajouter devant
le pas de déplacement h dans cet algorithme : ri1 = r + ah. Pour a < 1, la minimisation
de Newton-Raphson est dite amortie ("damped") et la recherche des points critiques s’effectue
par pas plus petits afin d’améliorer la convergence au prix d’un temps de calcul plus élevé. La
valeur minimale € de la norme du gradient (ou du champ électrique E(7)) est la valeur de |E(7)|
en-dessous de laquelle 'algorithme est considéré convergé et qu'un point critique a été trouvé.
Le pas angulaire df = dy est le pas (en radians) utilisé entre les points des grilles sphériques
définies autour des noyaux (voir figure . Le pas radial dr est quant & lui le pas (en A) utilisé
pour rechercher les extrema locaux 1D sur les rayons partant des noyaux (voir figure . Si
aucun atome n’est sélectionné dans la structure alors tous les atomes sont pris en compte dans la
recherche des points critiques et donc pour la définition des grilles sphériques, sinon il est possible
de ne sélectionner que ceux appartenant a une région d’intérét. Les points critiques trouvés
apparaissent dans la fenétre du visualisation 3D de la molécule avec des couleurs différentes
pour chaque type point critique (voir figure , comme déja implémenté pour la méthode de

recherche des points critiques de la densité électronique p(7).

Temps d’exécution

Le temps d’exécution de cet algorithme de recherche des points critiques de V() dépend
fortement du nombre d’atomes sélectionnés et des différents parametres, notamment la valeur de
a et des pas angulaires et radiaux. Par exemple, en gardant les parameétres recommandés (figure
, il faut seulement 3,2 secondesﬂ pour obtenir 59 points critiques a partir des 18 atomes
du complexe N-méthylacétamide - méthanol. Pour retrouver les 76 points critiques apparaissant
dans la figure il faut choisir a = 0,1, le temps de calcul étant alors de 3,9s. Par contre,
pour une macromolécule, ces temps d’exécution peuvent devenir trés longs. Par exemple, dans
la trypsine en complexe avec un inhibiteur peptidique, en sélectionnant 1110 atomes entourant
le site actif, il faut attendre 2407s (soit 40 minutes) pour obtenir les 42 068 points critiques
autour de ces atomes. Il est donc fortement recommandé pour ce type de systeme de profiter
des fonctions de MoProViewer pour calculer les points critiques dans une petite région ciblée de
I’espace moléculaire, comme par exemple l'interface protéine-ligand, en ne sélectionnant que les

atomes a 'intérieur de cette région d’intérét avant de démarrer le calcul.

7. L’ordinateur utilisé pour ces estimations posséde un processeur Intel(R) Core(TM) i7-10700 de 2,90 GHz
et 16,0 Go de RAM.
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Critical Points and 3D Atomic Basins

MoProViewer CPs/Integration VMoPro CPs VMoPro Integration
Critical Points and To ical Basins based on 3D reqular grids
Current job: None

Map property : Electrostatic Potential v

Using 3D Map (sampling < 0.06 A): | 013 Peptide-MeOH_1 00 ~
CRITICAL POINTS (if selection empty : applies on all atoms)

Save critical points to file:
Maximum number of Iterations : | 300 =
Alpha value for Newton Raphson algorithm : | 0.50 v

Min epsilon for gradient norm convergence : | 0.00010 v

Radial step : | 0.01 ~

Skip post-processing Search Critical Point{s)

FIGURE 2.10 — Interface utilisateur de l'outil de calcul des points critiques du potentiel
électrostatique dans MoProViewer.

La fenétre de calcul des points critiques de p(r) et de V(r) dans MoProViewer est intitulée "Critical Points
and 3D Atomic Basins". Elle comporte trois onglets mais seul le premier onglet "MoProViewer CPs/Integration”
permet d’accéder au calcul des points critiques de V(7). Sur cet onglet, la premiére option est un menu déroulant
permettant de choisir le champ scalaire considéré (densité électronique ou potentiel électrostatique). Le choix de
la carte VMoPro du champ scalaire est également proposé. Pour le potentiel électrostatique, cinq parametres du
calcul peuvent étre ajustés par l'utilisateur : le nombre maximum d’itérations, la valeur de a pour 'algorithme de
Newton-Raphson, la valeur minimale € de la norme du gradient (ou du champ électrique) pour la convergence, le
pas angulaire et le pas radial. Ces différents parameétres sont détaillés dans le texte. Le bouton "Search Critical
Point(s)" permet de lancer le calcul.

2.4.3 Implémentation de la détermination des faisceaux primaires et des
zones d’influence

La méthode de détermination des faisceaux primaires et des zones d’influence, présentée dans
les parties[2.2]et 2.3] a également été implémentée dans MoProViewer. Le logiciel comportait déja
un outil de calcul des bassins topologiques de la densité électronique p(r), les bassins atomiques,
mais celui-ci étant basé sur la convexité systématique de ces bassins, il n’est pas applicable aux
bassins topologiques du potentiel électrostatique V() qui peuvent étre convexes ou concaves
et prendre des formes trés complexes. Néanmoins, les outils de représentation des surfaces 3D,
basés sur la librairie OpenMesh, utilisés pour les bassins atomiques ont été également employés

pour la représentation des faisceaux primaires et des zones d’influence.

J’ai intégré une nouvelle fenétre graphique dans MoProViewer, intitulée "Influence Zone Cal-

culations Tool", afin de pouvoir utiliser I'algorithme de détermination de ces surfaces, détaillé
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5 Influence Zone Calculations Tool ? X —;: Influence Zone Calculations Tool ? X
Influence Zones Primary Bundles Influence Zones Primary Bundles
Influence Zones Tool Primary Bundles Tool
Select atoms and choose to calculate the electrophilic or Finite: Primary Bundle -

nudleophilic influence zones which correspond.

After the calculation, the “Smooth” button in the surface

window could be used to improve the surface sesthetics This tool wil generate the Primary Bundle existing
between two critical points of the electrostatic potential.

Type of influence zone: Please, select a local maximum first and then select a local

minimum.
v electrophilic nudeophiic
map grid step: | 0.10 = map grid step: | 0,10 —

grid box additional margin: | 0.30 A grid bex additional margin: | 0.30 —

Integrate the electron density within the influence zone

Integrate the electron density within the bundle

RUN

(a) Interface de calcul des zones d’influence. (b) Interface de calcul des faisceaux primaires.

FIGURE 2.11 — Interface utilisateur de ’outil de calcul des zones d’influence et des faisceaux
primaires dans MoProViewer.

La fenétre de calcul des faisceaux primaires et des zones d’influence dans MoProViewer est intitulée "Influence
Zone Calculations Tool". Elle comporte deux onglets : (a) pour les zones d’influence et (b) pour les faisceaux
primaires. (a) Le premier onglet "Influence Zone Tool" propose deux options : "electrophilic" pour calculer une
ZIE et "nucleophilic" pour calculer une ZIN. Deux parametres sont ajustables par 'utilisateur : le pas de la grille
de calcul du champ scalaire binaire n(z, y, z) et la marge additionnelle pouvant étre ajoutée pour agrandir la boite
dans laquelle la détermination de la zone d’influence est effectuée. Une autre option est ensuite proposée afin de
calculer l'intégrale de la densité électronique & l'intérieur de la zone d’influence. Enfin, le bouton "RUN" permet
de lancer le calcul. (b) Le second onglet "Primary Bundles Tool" est trés similaire. La seule différence est qu’a la
place de choisir entre "electrophilic" et "nucleophilic", un menu déroulant propose de choisir entre faisceau primaire
fermé ("Finite Primary Bundle") et un faisceau primaire ouvert ("Open Primary Bundle"). Pour I'instant, seule
la représentation des faisceaux primaires fermés a été implémentée.

dans la partie 2.2} Cet outil utilise comme champ scalaire de potentiel électrostatique la carte
active dans MoProViewer. Deux captures de l'interface utilisateur associée a ’outil sont pré-
sentées dans la figure I'une pour l'onglet de calcul des zones d’influence (figure et
lautre pour 'onglet de calcul des faisceaux primaires (figure .

Outil de zones d’influence

Pour le calcul des zones d’influence, apres avoir sélectionné les atomes d’intéréts, 1'utilisateur
a le choix de calculer soit les ZIE en cochant "electrophilic" ou les ZIN en cochant "nucleophilic".
Tous les atomes peuvent étre associés a une ZIE mais pour les ZIN, si un des atomes sélectionnés
n’est associé a aucun site nucléophile alors il ne possede pas de ZIN et est éliminé de la liste.
Deux parametres de la grille orthogonale et réguliére (voir figure sont ensuite ajustables :
son pas, c’est-a-dire la distance en A entre deux points (x,y, z) voisins, et la marge additionnelle
m pour agrandir la boite dans laquelle la grille est définie : les coordonnées des coins de la boite
(Zmins Ymins Zmin) €t (Tmax, Ymax, Zmax) deviennent (Tmyin — M, Ymin — My Zmin — M) €t (Tmax +
M, Ymax + M, Zmax + M). Les valeurs par défaut de ces parametres sont de 0,1A pour le pas et
0,3A pour la marge. Diminuer la valeur du pas permet d’améliorer la précision des bords des
zones d’influence mais rend le calcul plus long. La valeur de 0,1A a été choisie comme meilleur
compromis entre la qualité de la délimitation et le colit computationnel. Pour la marge, une

valeur faible telle que 0,3A est suffisante pour les ZIE tandis qu'une valeur plus haute (de 1,0
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a 3,0A) peut s’avérer nécessaire pour les ZIN qui ont généralement un volume plus large. Le
volume de la zone d’influence est estimé par sommation des volumes élémentaires de la grille de
définition du champ scalaire n(x,y, z) dedydz, soit le cube du pas de grille, qui sont & 'intérieur
de la surface (n(x,y,z) = 1). Le résultat apparait a la fin du calcul dans la console de sortie
du logiciel. Une autre option cochable est également disponible pour calculer I'intégrale de la
densité électronique dans le volume de la zone d’influence, également donnée dans la console de
sortie. Cette option a notamment été utilisée pour 'application du théoréme de Gauss dans la
partie [2.33]

Le temps de calcul dépend tres fortement du volume de la zone d’influence et peut durer
de quelques secondes & quelques minutes. Par exemple, pour la ZIE de 'oxygene carbonyle du
N-méthylacétamide (012), qui est trés petite (volume V = 6A3) car elle s’arréte sur les doublets
non-liants du méme atome, il ne faut que 1, 21s pour le calcul et I'affichage. Par contre, il faut
compter 1min et 36s pour sa ZIN, dont la surface représentée en jaune dans la figure[2.7b|recouvre
une large partie de Pespace (volume V = 355A% sur une carte de potentiel électrostatique
contenue dans une boite de 858A3). L’étape la plus cotiteuse est de loin ’évaluation du champ
scalaire binaire n(z,y, z) sur tous les points de la grille de calcul. Néanmoins, puisque le calcul
en un point (z,y,z) ne dépend pas des autres points, cet algorithme est fondamentalement
parallélisable, ce qui pourrait réduire son temps d’exécution. Une fois le maillage triangulaire
de la surface englobant la zone d’influence obtenu (voir figure 2.5d)), cette surface est affichée
dans la fenétre de visualisation 3D de la molécule en utilisant la librairie OpenMesh. La surface
directement obtenue par I’algorithme des Marching Cubes (voir figure a un aspect cabossé,
faisant apparaitre des « marches » dues au caracteére binaire de la fonction implicite n(x,y, 2).
La librairie OpenMesh fournit également des fonctions permettant de lisser ces surfaces afin
d’améliorer leur apparence (voir figure .

Outil de faisceaux primaires

Pour les faisceaux primaires, une option a été prévue pour que I'utilisateur puisse choisir entre
faisceau primaire fermé et faisceau primaire ouvert, mais pour l'instant seule I'implémentation
des faisceaux primaires fermés a été réalisée. En effet, la définition des faisceaux primaires
ouverts, qui repose sur des lignes de champ électrique ayant une extrémité partant a I'infini, est
complexe a mettre en pratique. Le potentiel électrostatique étant calculé dans une boite finie,
les lignes de champ électrique s’arrétent aussi sur les bords de cette boite et on ne peut donc
pas vérifier si ces lignes de champ vont finalement converger vers un point critique extérieur a
la boite ou si elles partent effectivement a I'infini. Pour le calcul d’un faisceau primaire fermé,
I'utilisateur commence par sélectionner la paire de points critiques correspondant aux extrémités
des lignes de champ. Les parametres ajustables et méthodes d’affichage sont les mémes que pour
les zones d’influence et leurs temps de calcul sont similaires. L’option de calcul de 'intégrale de

la densité électronique est également disponible & I'intérieur du volume du faisceau primaire.

2.4.4 Perspectives de développements

Les outils de détermination des surfaces entourant les faisceaux primaires et les zones d’in-

fluence ont vocation a étre employés de fagon routiniere dans les études de complexes protéine-
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ligand. Ils doivent étre simples et pratiques a mettre en ceuvre pour des utilisateurs qui ne sont
pas experts de la topologie du potentiel électrostatique. Pour cela, la méthode de calcul doit
devenir plus performante et les représentations plus faciles a interpréter. Comme expliqué pré-
cédemment, la programmation du test des points a I'intérieur ou a 'extérieur de ces surfaces
peut étre optimisée de fagon a ce que plusieurs points soient testés en méme temps, de maniere
parallele, dans le but de rendre le calcul de la fonction implicite plus rapide. De plus, I'esthé-
tique des surfaces obtenues peut également étre améliorée. Une méthode de lissage des surfaces
plus élaborée que celle de la librairie OpenMesh déja proposée pourrait étre implémentée. Une
autre possibilité serait de traiter directement le champ scalaire binaire pour combler les trous
et gommer les points isolés avant la génération de I'isosurface.

Pour rendre 'interprétation des faisceaux primaires et des zones d’influence plus aisée, les
natures électrophile ou nucléophile des extrémités peuvent étre davantage mises en évidence. Par
exemple, les surfaces pourraient étre colorées en fonction de la valeur du potentiel électrostatique,
avec un gradient de couleur allant du rouge pour les valeurs négatives (sites nucléophiles) vers
le bleu pour les valeurs positives (sites électrophiles), de fagon similaire aux représentations sur
les surfaces d’accessibilité au solvant. L’affichage dans les volumes des faisceaux primaires et
des zones d’influence de quelques lignes de champ électrique ou d’une ligne de champ moyenne,
marquées par des fleches indiquant leurs directions, pourrait également permettre de mieux
visualiser la directionnalité des influences électrostatiques.

Par ailleurs, d’autres outils peuvent étre ajoutés pour compléter ceux développés pendant
ma these. Notamment, une méthodologie pour la représentation des faisceaux primaires ouverts
pourra étre définie. De plus, un outil « sonde » pourra étre implémenté de facon a générer le
faisceau primaire, la ZIE ou la ZIN intersectant sa position. En effet, pour I'instant, la méthode
de détermination de ces surfaces part de la sélection des contributeurs générant les lignes de
champ électrique (atomes ou points critiques). Avec un outil de type sonde, il serait possible
de prendre comme point de départ un point quelconque de I'espace. Un outil dynamique peut
méme étre envisagé, dans lequel la surface affichée serait mise a jour en fonction de la position
courante de la sonde, permettant ainsi de caractériser les influences électrostatiques tout en se
déplagant dans I’espace moléculaire.

Pour I'instant, les surfaces des zones d’influence sont calculées dans les structures statiques de
cristallographie. L’ajout de la lecture des fichiers de trajectoires de dynamique moléculaire dans
MoProViewer permettrait d’analyser ’évolution temporelle de ces zones d’influence. Les surfaces
inchangées le long d’une trajectoire pourraient notamment permettre de caractériser finement un
environnement électrostatique conservé, et donc pertinent pour expliquer des aspects de relation
structure-fonction. En outre, la représentation des zones d’influence dans une trajectoire de
dynamique moléculaire simulant par exemple I'amarrage d’un ligand dans la poche de fixation
d’une protéine ou le mécanisme réactionnel d’une enzyme contribuerait a 'identification des

influences électrostatiques déterminantes pour ces processus.

2.5 Conclusion partielle de chapitre

L’analyse topologique du potentiel électrostatique V(r) repose sur ’étude de ses points

critiques et de ses bassins topologiques. Pour la détermination des points critiques, j’ai utilisé
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I’algorithme de minimisation de Newton-Raphson pour trouver les points ou le gradient du
potentiel, c’est-a-dire au signe pres le champ électrique, s’annule. Pour trouver les positions de
départ sur lesquels démarrer cet algorithme, j’ai suivi la méthode proposée par P. Balanarayan
et S. R. Gadre partant de I’hypothese que la présence d’un point critique de champ scalaire
moléculaire doit étre ressentie en sondant une surface fermée autour de la molécule. Parmi
les points critiques ainsi déterminés, les maxima locaux (3,—3) et les minima locaux (3,+3)
localisent respectivement les sites électrophiles, c’est-a-dire les noyaux, et les sites nucléophiles,
qui sont souvent associés a des paires d’électrons non-liantes. Quant aux points-selles, certains
de type (3, —1) sont situés sur les liaisons covalentes et non-covalente et certains de type (3, +1)
caractérisent des structures cycliques, mais la plupart de ces points critiques ne possedent pas

d’interprétation moléculaire clairement définie.

Les bassins topologiques de V(r) sont les faisceaux primaires de lignes de champ électrique.
Contrairement & un bassin atomique de la densité p(r) qui est associé a un atome, un faisceau
primaire est associé a une paire site électrophile - site nucléophile. Néanmoins, par union des
faisceaux primaires associés au méme site électrophile, la ZIE (zone d’influence électrophile)
obtenue est associée a ’atome dont le noyau correspond a ce site électrophile. De fagon similaire,
I'union des faisceaux primaires associés au(x) site(s) nucléophile(s) correspondant aux doublets
non-liants portés par un atome définit la ZIN (zone d’influence nucléophile) de cet atome. La
méthode que j’ai proposée pour déterminer les surfaces délimitant les faisceaux primaires et
les zones d’influence repose sur la définition des conditions aux extrémités des lignes de champ
électrique & lintérieur de ces surfaces. Les faisceaux primaires et les zones d’influence étant
entourés par des surfaces du flux nul de potentiel, elles doivent vérifier le théoreme de Gauss.
J’ai testé la validité de ce théoréme dans les ZIE du complexe N-méthylacétamide - méthanol
et obtenu des erreurs absolues de 'ordre de +0, 10e et des erreurs relatives allant de 1% & 10%
selon les atomes considérés, et globalement une erreur de 0,12e sur tout le systéme, soit 0,02% de
la charge électronique totale. Ces résultats permettent de conforter la capacité de ma méthode
a déterminer les bords des faisceaux primaires et des zones d’influence. Gréace a la partition de
I’espace en ZIE, chaque point de ’espace est associé a I'influence électrophile d’un unique atome.
De méme, la partition de ’espace en ZIN permet d’identifier 'atome responsable de I'influence

nucléophile & laquelle un point de I’espace est soumise.

Gréace a I'implémentation dans le logiciel MoProViewer des outils permettant de mettre en
ceuvre ces différents descripteurs, ces derniers peuvent également étre appliqués a 1’étude des
systemes protéine-ligand. En effet, ces larges systémes sont habituellement décrits en termes de
descripteurs électrostatiques par des représentations se limitant a ’évaluation de V' (r) sur des
surfaces moléculaire [Weiner et al., 1982]. Les descripteurs basés sur la topologie de V(r) que
j’ai développés, notamment la partition en ZIE et ZIN, ont I’ambition d’apporter un nouveau
point de vue pour analyser les interactions de nature électrostatique dans les complexes protéine-
ligand gréace a : (i) la localisation précise des contributeurs électrostatiques méme situés a longue
distance, (ii) la visualisation de 1’étendue et de la directionnalité spatiale des forces électriques
et (iii) l'association de chaque région de l'espace a un influenceur électrophile et un influenceur
nucléophile. Comme illustré avec ’exemple de la protéine FABP, ces différents aspects ont un fort

potentiel pour aider a la compréhension des mécanismes de reconnaissance moléculaire guidant



2.5. CONCLUSION PARTIELLE DE CHAPITRE 73

I’approche d’un ligand dans la poche d’une protéine et stabilisant leur interaction. Il est supposé
qu’ils aient également un pouvoir prédictif des chemins réactionnels lorsque ceux-ci sont dominés
par des effets de nature électrostatique [Mata et al., 2007, Mata et al., 2015||Alkorta et al., 2019],
pouvant étre appliqués aux mécanismes enzymatiques.

Dans le chapitre [4] plusieurs applications aux protéines de ces descripteurs issus de l'analyse
topologique du potentiel électrostatique seront proposées. Tout d’abord, dans la partie I'in-
térét des méthodologies que j’ai développées pour 1’étude des macromolécules sera discuté dans
le cadre de l'analyse d'un systeme enzymatique : le complexe d’'une protéase a sérine avec un
inhibiteur canonique, mimant le complexe de Michaelis [Wahlgren et al., 2011|. Ensuite, dans la
partie I’application routiniére des zones d’influence aux études de biologie structurale sera
illustrée dans le cas de la neuropiline, une glycoprotéine membranaire qui est une cible théra-
peutique importante dans le traitement de différents cancers [Dumond et al., 2020]. Puis, dans
la partie [£.4] la caractérisation d’une protéine de transport transmembranaire, I’halorhodopsine
qui est impliquée dans le pompage d’ions chlorure [Mous et al., 2022], sera introduite. Avant
cela, le chapitre [3 détaille le second développement méthodologique réalisé pendant ma thése : la
construction d’un potentiel d’interaction intermoléculaire reposant sur les parametres de densité
électronique et de polarisabilité de la librairie ELMAM2.
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Chapitre 3

Potentiel d’interaction basé sur la

densité électronique expérimentale
transférée ELMAM

L’énergie d’interaction est une quantité centrale pour I’étude des effets intermoléculaires.
Comme expliqué dans la partie de nombreuses méthodes ont vu le jour pour calculer cette
énergie d’interaction, a partir de potentiels empiriques de mécanique moléculaire (MM), de mé-
thodes ab initio de mécanique quantique (QM) ou d’approches hybrides de QM/MM. Durant
ma these, j’ai travaillé sur un potentiel d’interaction total qui est quant a lui basé sur la densité
électronique d’origine expérimentale. En effet, d’apres le théoréeme de Hohenberg et Kohn [Ho-
henberg et Kohn, 1964], I’énergie d’un systéme dans son état fondamental est déterminée de fagon
unique par sa distribution de charge. La densité de charge moléculaire peut étre reconstruite de
facon tres précise grace au transfert des parametres de densité électronique du modele multipo-
laire, depuis une base de données telle que la libraire ELMAM?2 introduite dans la section [1.2.3]
La librairie ELMAM?2 fournit des parameétres multipolaires affinés a partir de données de diffrac-
tion des rayons X a résolution subatomique, ainsi que des polarisabilités atomiques anisotropes
déterminées a ’aide de méthodes quantiques de haut niveau. Le modele d’énergie d’interaction
présenté ici repose sur ces quantités ELMAM et se décompose en quatre contributions : électro-
statique, d’induction, de dispersion et d’échange-répulsion. Les méthodes de calcul des énergies
électrostatique et d’induction avaient déja été validées [Leduc et al., 2019 Vukovié¢ et al., 2021]
mais les contributions d’interaction de type van der Waals (dispersion et répulsion) n’étaient
pas encore disponibles. C’est dans cet objectif que j’ai développé des potentiels d’interaction de
dispersion et de répulsion reposant sur les quantités transférables ELMAM.

Dans ce chapitre, je vais commencer par détailler la méthodologie employée pour construire

{JELMAM

it ainsi que pour le tester grace a un jeu de données

le potentiel d’interaction total
de benchmarking de petites molécules organiques. Les méthodes de calcul des contributions
électrostatique et d’induction seront vérifiées par application sur ce jeu de données. Ensuite,
les modeles de potentiel de dispersion et de répulsion que j’ai développés seront présentés et
testés. Puis, la validité du potentiel de van der Waals ELMAM obtenu a partir de ces deux

contributions sera discutée.
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3.1 Modéele basé sur les données de la librairie ELMAM?2

3.1.1 Décomposition du potentiel d’interaction total ELMAM
Décomposition de type SAPT

Le potentiel d’interaction intermoléculaire total ELMAM, UELMAM

ity Y, suit une décomposition

de type SAPT comme présenté dans la section [[.4.3] qui comporte quatre termes :

U‘ELMAM _ UELMAM + UELMAM + UELMAM + UELMAM (31)

inter elst ind-dip disp exch-rep *

ELMAM

Le premier terme U,y est la contribution permanente a ’énergie électrostatique due a 1’in-

e
teraction coulombienne entre deux distributions de charge non-perturbées, qui sont construites

a partir des parametres multipolaires transférés depuis la librairie ELMAM?2. Le second terme

[JELMAM

ind-dip st un terme d’induction dipolaire, il provient de la polarisation mutuelle entre les

distributions de charges en interaction, et est obtenu a partir du calcul des moments dipo-
laires induits sur les atomes proportionnels aux polarisabilités atomiques anisotropes ELMAM
transférées. Les méthodes de calcul de ces deux termes, Uffg;MAM et UE&_%{;M, ont déja été pu-
bliées [Leduc et al., 2019, Vukovié et al., 2021] au contraire des deux autres contributions dont la
modélisation fait partie de mes travaux de these. Le troisieme terme U, (%lfé\/[AM est la contribution
de dispersion pour laquelle un modele dérivé de I'approximation de London basé sur les polarisa-
bilités transférées ELMAM a été utilisé. Les détails du développement de ce modele de dispersion
seront présentés dans la partie Le dernier terme Ueh;%ﬁ/_[ég[ est le terme d’échange-répulsion
qui repose sur le modele du recouvrement des densités électroniques moléculaires, en utilisant
a nouveau les densités électroniques transférées ELMAM. Le développement de ce modele sera
quant a lui détaillé dans la partie Ces deux contributions ont été optimisées séparément

pour ensuite obtenir le potentiel d’interaction de van der Waals par sommation.

Il est intéressant de noter qu’A. Gavezzotti a proposé un modele similaire pour calcu-
ler I'énergie d’interaction dans les cristaux, appelé méthode des sommes de densités semi-
classiques (SCDS pour "SemiClassic Density Sum") [Gavezzotti, 2002} Gavezzotti, 2003,|Gavez-
zotti, 2005,|Gavezzotti, 2011]. Ce modele a notamment été utilisé dans le cadre de la prédiction
d’empilements cristallins |[Johnston et al., 2011]. La contribution électrostatique est calculée par
intégration numérique directe des densités électroniques de valence calculées théoriquement dans
les géométries cristallines des molécules, selon la méthode « Pixel » d’A. Gavezzotti |Gavezzotti,
2002]. Les effets de polarisation dipolaire sont pris en compte par un modele de polarisabilités
distribuées sur les Pixels, calculées a partir de polarisabilités moléculaires isotropes d’origine
expérimentale [Gavezzotti, 2003|. La dispersion est évaluée a partir de ces polarisabilités Pixels
dans I'approximation London atténuées a courte distance et la répulsion est estimée a partir
du recouvrement des densités électroniques de valence calculées théoriquement les géométries
en phase gazeuse des molécules [Gavezzotti, 2003]. Ce modele introduit quatre parametres em-
piriques dans les potentiels de polarisation, de dispersion et de répulsion qui ont été optimisés
séparément pour reproduire des données thermodynamiques expérimentales et des résultats de
calculs de chimie quantique de haut niveau théorique |Gavezzotti, 2003|. Ce modele s’appuie

donc a la fois sur des densités électroniques calculées théoriquement, des polarisabilités molé-
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culaires d’origine expérimentale et des parametres déterminés de maniére empirique. Le modele
ELMAM est quant a lui construit dans une approche auto-cohérente, de facon ne reposer que
sur les données de la libraire ELMAM.

Calcul des énergies électrostatiques

Pour calculer I’énergie électrostatique a partir d’'un modele multipolaire de la densité élec-
tronique, le méthode EP/MM analytique [Nguyen et al., 2018| est a la fois trés précise et peu
coliteuse en temps de calcul [Vukovié¢ et al., 2021|. Cette méthode a été implémentée par V. Vuko-
vi¢ dans la librairie Charger qui est utilisée par le logiciel MoProViewer. La densité électronique
reconstruite par transfert des parameétres du modele multipolaire d’origine expérimentale fournis
par la librairie ELMAM?2 est dite non-perturbée, c’est-a-dire qu’elle n’est pas déformée par les
interactions intermoléculaires (voir section . La contribution électrostatique permanente
UgSI;MAM est donc directement calculée a partir de ces densités transférées.

Par ailleurs, les polarisabilités anisotropes atomiques transférables proposées par la librairie
ELMAM?2 permettent d’obtenir la densité électronique polarisée en calculant les moments dipo-
laires mutuellement induits entre deux distributions de charge en interaction, en utilisant la pro-
cédure établie par T. Leduc |Leduc et al., 2019]. L’énergie électrostatique Ugg\/{ﬁé\/ﬁ calculée par
application de la méthode aEP /MM sur cette densité polarisée contient, en plus de la contribu-
tion électrostatique permanente U‘ESI;MAM, la contribution d’induction dipolaire UE&%%M. Cette

derniere peut donc étre déduite par soustraction des énergies électrostatiques polarisée et per-

manente :

ELMAM __ ;7ELMAM ELMAM
Uind—dip — Velst, POL — Uelst : (32)

ELMAM et U‘ELMAM

Les deux termes U nd-dip ~ sont exprimés séparément plutét que par leur somme

elst i
Ugg/{ﬁé\f dans le but de conserver une décomposition de type SAPT et de pouvoir comparer les
résultats du potentiel d’interaction ELMAM & d’autres méthodes. Par ailleurs, il est important
de noter que le terme UE&%‘;M ne correspond pas tout a fait au terme d’induction SAPT car il
ne tient compte que des effets de polarisation dipolaire tandis que le terme SAPT prend aussi en
compte les effets de polarisation quadripolaire (et d’ordres supérieurs), les transferts de charge

et les termes croisés d’échange-induction.

3.1.2 Jeu de données d’entrainement et de validation du modele
Le jeu de données de benchmarking NENCI-2021

Pour tester la validité des potentiels de dispersion et de répulsion que j’ai développés, le jeu
de données de benchmarking NENCI-2021 ("Non-Equilibrium Non-Covalent Interaction") [Spar-
row et al., 2021] a été choisi. Il contient au total 7763 systémes de 141 complexes dimériques
différents dans des géométries variées. Certains de ces systémes contenant des types atomiques
qui ne sont pas pris en charge par la librairie ELMAM?2, le transfert des parametres multipolaires
de la densité électronique a été effectué sur 77 dimeres de ce jeu de données dans 45 géomé-
tries différentes chacun, soit un total de 3465 systémes. Ces 45 géométries correspondent a des
variations de la distance entre les centres de masse des molécules et des variations d’orienta-

tions relatives des monomeres. Les distances intermoléculaires les plus courtes, de 0,7 et 0, 8 fois
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la distance d’équilibre, ont été écartées car les parametres de densité transférés étant issus de
structures a ’équilibre, ils ne sont plus pertinents a ces distances. Les dimeéres utilisés incluent
les espéces chimiques les plus couramment rencontrées dans les protéines : hydrogene, carbone,
azote, oxygene et soufre. De plus, ils sont caractérisés par des interactions de natures différentes,
classés selon les auteurs en quatre catégories & dominantes : électrostatique (ELEC), dispersive
(DISP), d’induction (IND) et mixte (MIXD). Parmi les 3465 systémes retenus pour le transfert,
1417 (41%) sont de type DISP, 1240 (36%) de type ELEC, 808 (23%) de type MIXD et aucun
n’est de type IND. En effet, dans le jeu de données NENCI-2021, les systémes de type IND sont
essentiellement des dimeéres contenant des ions lithium LiT ou sodium Na™t, qui n’ont pas été

transférés pour cette étude. Par ailleurs, les valeurs calculées par méthode SAPT des contri-

ESAPT SAPT SAPT et ESAPT

st Eind o Edisp exch-rep SOnt fournies pour chaque

butions a I’énergie d’interaction
systéme, avec une erreur absolue moyenne de 0,3 kcal/mol par rapport a des calculs quantiques
de plus haut niveau [Sparrow et al., 2021]. Ces valeurs SAPT sont utilisées comme valeurs de
référence pour tester individuellement les quatre contributions du potentiel d’interaction total

ELMAM.

Entrainement et validation des potentiels d’interaction

De maniere générale, la comparaison des résultats obtenus a partir du potentiel d’interaction
ELMAM aux valeurs de référence SAPT permet de tester la validité du modele. Pour cela,
j’ai utilisé quatre indicateurs statistiques : le coefficient de détermination R?, le coefficient de
corrélation linéaire R, I'erreur absolue moyenne MAE ("Mean Absolute Error") et la déviation
quadratique moyenne, plus communément appelée RMSD (pour "Root Mean Square Deviation").
Le coefficient de détermination R? est couramment utilisé pour mesurer la linéarité d’une relation
y = f(z), plus sa valeur est proche de 1, plus la relation entre x et y est linéaire. Pour tester les
résultats des potentiels ELMAM y = UFFMAM par comparaison aux valeurs de référence SAPT
z = ESAPT Dexpression de R? est :

3, (UFUMAM _ pSAPT )2

2 _ 4 i
=1 SO (UELMAM _ [JELMAM)2’ (3:3)

i

ol I'indice i porte sur les systémes transférés et UELMAM gt 13 moyenne des valeurs du potentiel
ELMAM sur I'ensemble de ces systemes. Pour une régression linéaire, le coefficient de détermi-
nation R? est le carré du coefficient de corrélation R. L’erreur absolue moyenne MAE est, comme
son nom l'indique, une mesure de ’erreur moyenne commise sur 1’énergie pour ’ensemble du jeu

de données :

1
MAE = Z |UFLMAM _ pSAPT) (3.4)

K2
Le RMSD, qui est utilisé par exemple en bioinformatique pour mesurer I’alignement de deux
structures différentes, est plus généralement appliqué en statistiques pour mesurer I’écart moyen

entre deux séries de valeurs. Ici, il est utilisé de la facon suivante :

1
RMSD = \/ ~ Z(UFLMAM — EPAPT)2, (3.5)



3.1. MODELE BASE SUR LES DONNEES DE LA LIBRAIRIE ELMAM2 79

Plus les valeurs de MAE et de RMSD sont faibles, plus la qualité du potentiel d’interaction
est bonne. Pour comparer ces coefficients statistiques, j’ai employé I'erreur chimique typique
("typical chemical accuracy") de 1 kcal/mol qui est trés souvent utilisée, comme par exemple
dans Darticle de J. W. Ponder |[Rackers et Ponder, 2019].

Par ailleurs, pour les potentiels de dispersion et d’échange-répulsion, j’ai introduit quelques
parametres empiriques dans le but d’améliorer la qualité des modeles qui seront présentés dans
les parties et Ces parameétres ont été entrainés a 1’aide de 80% des systémes transférés du
jeu de données par la méthode d’affinement des moindres carrés[ﬂ Les 20% des systemes restant

ont été utilisés pour la validation croisée des résultats obtenus par les modéles paramétrés.

3.1.3 Validation des contributions électrostatique et d’induction

Contribution électrostatique permanente

UELMAM

olst calculé a partir des densités élec-

La validité du terme électrostatique permanent
troniques non-perturbées construites par transfert des parametres multipolaires de la librairie
ELMAM?2 a déja été testé sur les jeux de données de benchmarking S66 et S66x8 |[Rezac et al.,
2011blRezac et al., 2011a] par T. Leduc et ses collegues [Leduc et al., 2019|. Ces jeux de don-
nées fournissent les différentes contributions énergétiques SAPT de 66 complexes moléculaires
différents avec 8 variations de la distance intermoléculaire chacun, soit 528 systemes. D’apres la
figure 4 de l'article [Leduc et al., 2019], accord entre les résultats ELMAM, Ue]%tMAM, obtenus a
partir des densités électroniques transférées d’origine expérimentale et les valeurs SAPT, Esﬁtp T
qui sont déterminées théoriquement, est modélisé par la régression linéaire suivante :

UELMAM — 4 053 ESAPT (3.6)
avec le coefficient de détermination R? = 0,970 et RMSD= 1,4 kcal/mol. Ces indicateurs
statistiques montrent un excellent accord entre les valeurs ELMAM et SAPT. Sans I'introduction
de parametre empirique, les ordres de grandeur obtenus par ces deux approches sont les mémes,
ce qui est indiqué par la pente de la régression linéaire proche de 1.

Le jeu de données NENCI-2021 étant plus large que les S66 et S66x8, il est intéressant de
vérifier si les résultats obtenus pour UgSI;MAM conservent leur tres bon accord avec les valeurs
de référence SAPT dans ce nouveau jeu de données. Le graphique montre les résultats
du potentiel d’interaction électrostatique ELMAM (axe des ordonnées) en fonction des valeurs
SAPT (axe des abscisses). La régression linéaire sur ces points donne :

UEEMAM — o 981 FSAPT (3.7)

e e

avec le facteur détermination R? = 0,941. La pente est légérement moins proche de I'unité que
pour les jeux de données S66 et S66x8 mais reste tout de méme tres correcte compte tenu de

I'origine expérimentale du modele et de ’absence de tout parametre empirique, par rapport a la

1. Les moindres carrés sont une méthode de régression tres répandue, détaillée dans la plupart des ouvrages
d’outils numériques tels que |Cornillon et Matzner-Lober, 2006]. Il existe des implémentations de 1’algorithme
de minimisation par moindres carrés dans divers langages informatiques mais j’ai choisi de réaliser mon propre
programme en langage Python pour adapter ces calculs a mes besoins.
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F1GURE 3.1 — Comparaison des résultats obtenus par les modeles ELMAM d’énergie électrosta-
tique permanente et d’énergie d’induction dipolaire par rapport aux valeurs de référence SAPT.

Ces graphiques représentent les valeurs du modéle ELMAM en ordonnées et les valeurs SAPT en abscisses (a)
des énergies d’interaction électrostatique permanente et (b) des énergies d’induction dans les dimeéres du jeu de
données NENCI-2021 [Sparrow et al., 2021 pour lesquels le transfert des paramétres multipolaire a été réalisé.
Les valeurs d’énergie sont données en kcal/mol. Les régressions linéaires sur les deux graphiques sont représentées
par les droites grises. Les équations de ces deux régressions linéaires ainsi que les coefficients de détermination R>
correspondant sont affichés en haut a gauche de chaque graphique. La corrélation ELMAM-SAPT est tres forte
pour I’énergie électrostatique tandis qu’elle est moins bonne pour ’énergie d’induction.

nature quantique des valeurs SAPT. Le coefficient de détermination est également un peu moins
bon, certainement a cause du plus grand nombre de systémes considérés, mais le RSMD reste
tres similaire avec une valeur de 1,42 kcal/mol. L’erreur absolue moyenne atteint quant a elle la
précision chimique typiquement attendue avec MAE = 1,02 kcal/mol. Les différents indicateurs
statistiques sont récapitulés dans le tableau [3.1]

Pour analyser I'influence de la composition du dimeére sur la corrélation entre les valeurs
ELMAM et SAPT, le coefficient de détermination R? a été calculé pour chacun des 77 dimeéres
transférés de NENCI-2021 en utilisant les 45 géométries différentes disponibles pour chacun.
Les résultats obtenus sont représentés sous la forme d’un histogramme sur la figure La
plupart des dimeres (44/77 soit 57,1%) présentent un excellent accord ELMAM-SAPT avec une
valeur de R? comprise entre 0,90 et 0,95. Pour 18 complexes sur 77 (soit 23,4%), R? devient
méme supérieur a 0,95, les trois meilleures valeurs étant obtenues pour les complexes suivants :
néopentane-pentane (R? = 0,995), pyridine-pyridine (R? = 0,987) et benzéne-néopentane (R? =
0,977). Néanmoins, 4 dimeres (soit 5,2%) ont une valeur de R? inférieure a 0,85. Il s’agit des
complexes suivants : benzéne-méthylamine (R? = 0,847), méthanethiol-méthanethiol (R? =
0,841), benzéne-benzeéne (R? = 0,827) et benzéne-acétamide (R? = 0,801). Pour ’lhomodimere
du méthanethiol, l'erreur peut s’expliquer par la sous-représentation des types atomiques du
soufre dans la librairie ELMAMZ2. Les autres complexes présentant tous une molécule de benzéne,
il est possible que la validité des parametres multipolaires des types atomiques correspondant

soient & améliorer.
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Coefficients statistiques | Ugst Uind

R? 0,941 | 0,820
R 0,970 | 0,905
MAE (kcal/mol) 1,02 | 0,65

RSMD (kcal/mol) 1,42 | 1,30

TABLEAU 3.1 — Coefficients statistiques pour caractériser ’accord entre le modele ELMAM et
la référence SAPT pour les énergies électrostatique et d’induction.

Les coefficients statistiques pour comparer les modéles ELMAM et SAPT de I’énergie d’interaction électrostatique
(colonne Ueist) et de I’énergie d’induction (colonne Uing) sont rassemblés ici. Ces indicateurs, dont les formulations
sont données dans la section sont : le coefficient de détermination R?, le coefficient de corrélation R, I’erreur
absolue moyenne MAE et la déviation quadratique moyenne RMSD. Les coefficients R et R? confirment I’excellente
corrélation entre les modeles ELMAM et SAPT de ’énergie électrostatique, et la moins bonne corrélation pour
I’énergie d’induction. Les valeurs de MAE et RMSD sont en revanche plus faibles pour la contribution d’induction
mais cela ne signifie pas nécessairement que les erreurs relatives sur ce terme sont plus faibles que sur le terme
électrostatique car elles sont a contraster avec les ordres de grandeur plus faibles en valeurs absolues des énergies
d’induction.

Ainsi, I'application au jeu de données NENCI-2021 confirme que le potentiel d’interaction
électrostatique permanente, qui est issu des densités électroniques transférées non-perturbées
d’origine expérimentale et sans introduction de parameétre empirique, produit des résultats pré-
sentant une forte corrélation avec les valeurs de référence SAPT, qui sont quant a elles calculées

par méthodes purement théoriques.

Contribution d’induction dipolaire

Dans 1'étude [Leduc et al., 2019], le terme d’induction dipolaire ELMAM, Ui?lﬁ_l\é[iApM, défini
comme la différence entre les énergies électrostatiques obtenues a partir de la densité électro-
nique polarisée et a partir de la densité électronique non-perturbée transférée, a également été
comparé a la contribution d’induction SAPT, ES{EPT, dans les jeux de données S66 et S66x8.

En particulier, la figure 6 de cet article montre la régression linéaire suivante :

1

UMM = 0,957 BT, (3.8)

avec le coefficient de détermination R? = 0,880 et RMSD= 1,6 kcal/mol. L’accord ELMAM-
SAPT n’est clairement pas aussi bon que pour le terme électrostatique permanent. Les au-
teurs |Leduc et al., 2019] expliquent ceci par le fait que le terme d’induction ELMAM ne tient
compte que de la polarisation due aux moments dipolaires tandis que le terme SAPT couvre
plus de contributions comme les transferts de charge et les effets de polarisation des moments
électrostatiques d’ordres supérieurs. De plus, les polarisabilités utilisées sont des moyennes et la
procédure d’induction de T. Leduc [Leduc et al., 2019] ne tient compte que des effets de pola-
risation sur un atome dus au champ électrique généré par les moments dipolaires des atomes
de l'autre molécule uniquement, plutét que ceux de I’ensemble des atomes du systéeme. Néan-
moins la pente proche de 'unité montre tout de méme que les ordres de grandeur obtenus sont
satisfaisants étant donné les natures tres différentes des méthodes de calcul SAPT, purement

quantique, et le potentiel ELMAM pour lequel aucun parametre empirique n’a été introduit.



82 CHAPITRE 3. POTENTIEL D’INTERACTION ELMAM

50 50

40 40

301 101

201 20

101 104

%o 02 0.4 06 0.8 1.0 %o 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
(a) Uget"™M vs GG (b) Ulidip™ vs ERRT

Fi1GURE 3.2 — Influence de la composition des dimeéres sur I’accord entre le modele ELMAM et
la référence SAPT.

Le coefficient de détermination R? entre les valeurs ELMAM et SAPT (a) de I'énergie électrostatique et (b) de
I’énergie d’induction a été calculé séparément pour chacun des 77 dimeres transférés du jeu de données NENCI-
2021 en utilisant les 45 géométries par systémes disponibles. Les résultats sont présentés sous la forme d’histo-
grammes montrant le nombre de diméres qui appartiennent & chaque intervalle de valeurs de R%. La hauteur d’une
barre de graphique représente donc le nombre de complexes pour lesquels R? est compris entre deux valeurs sépa-
rées par pas de 0,05. Pour la contribution électrostatique, tous les dimeéres présentent une valeur de R? supérieure
a 0,80, et méme supérieure a 0,90 pour la plupart. En revanche, pour la contribution d’induction, bien que des
valeurs de R? associées & de fortes corrélations soient obtenues pour une grande partie des complexes, certains
présentent des valeurs correspondant a des corrélations faibles. Le modeéle d’induction dipolaire n’est peut-étre
donc pas suffisant pour décrire les effets de polarisation de ces systémes.

Pour le jeu de données NENCI-2021, les résultats du modele d’énergie d’induction ELMAM
(axe des ordonnées) en fonction des valeurs SAPT (axe des abscisses) sont présentés dans la

figure La régression linéaire sur ces points a pour équation :
ELMAM SAPT
Uind—dip = 1,007 Eind ) (39)

avec le coefficient de détermination R?> = 0,820. Le graphique en nuages de points fait appa-
raitre plusieurs branches qui correspondent & des dimeres différents pour lesquels les effets de
polarisation sont soit surestimés soit sous-estimés par le modele ELMAM. La moins bonne cor-
rélation ELMAM-SAPT pour le terme d’induction que pour le terme électrostatique permanent
apparait donc aussi dans le jeu de données NENCI-2021. Les valeurs de MAE = 0, 65 kcal/mol
et de RMSD = 1, 30 kcal/mol sont plus faibles pour le terme d’induction que pour le terme élec-
trostatique mais il faut contraster ces valeurs avec 'ordre de grandeur de cette contribution qui

est plus faible en valeur absolue. Les coefficients statistiques sont regroupés dans le tableau

Pour étudier I'influence de la composition des dimeres sur la corrélation entre les termes
d’induction ELMAM et SAPT, le coefficient de détermination R? a été calculé pour chacun
des 77 dimeéres transférés et représenté sous la forme d’un histogramme sur la figure [3.2b La
majorité des complexes, 35 sur les 77 soit 45,5% d’entre eux, correspondent & une corrélation
forte, c’est-a-dire & une valeur de R? supérieure & 0,90. Ces dimeres présentent quasiment tous
des interactions a dominante électrostatique (type ELEC défini par [Sparrow et al., 2021]). Par

exemple, les trois meilleures valeurs de R? sont obtenues pour les complexes suivants : pyridine-
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éthyne (R? = 0,988), N-méthylacétamide-eau (R? = 0,985) et imidazole-eau (R?> = 0,979).
Une autre partie des dimeéres correspond & une corrélation ELMAM-SAPT moins forte, avec R?
compris entre 0,70 et 0,90 pour 30 des 77 dimeres (soit 39,0%). En revanche, une corrélation
faible, avec R? compris entre 0,40 et 0,65, est obtenue pour 11 diméres (14,3%) ainsi qu'une cor-
rélation négligeable avec R? = 0,187 pour le dimére pentane-pentane. Ces complexes associés
a une corrélation faible sont quasiment tous dominés par des effets de dispersion (type DISP
défini par [Sparrow et al., 2021]). Aussi, I'induction dipolaire serait suffisante pour retrouver
la majeure partie des effets de polarisation dans les systemes de type ELEC mais insuffisante
pour les systemes de type DISP, pour lesquels des contributions supplémentaires, notamment

les effets de polarisation quadripolaires et d’ordres supérieurs, seraient non-négligeables.

Pour compléter ces contributions électrostatique et d’induction dans la perspective de définir
un potentiel d’interaction total ELMAM, j’ai développé les modeles d’énergie de dispersion et
d’échange-répulsion reposant sur les densités électroniques transférées et sur les polarisabilités
anisotropes atomiques fournies par la librairie ELMAM?2. Ces modéles ont été entrainés et testés
sur une sous-partie du jeu de données NENCI-2021. La partie suivante présente les travaux
réalisés pour obtenir le potentiel de dispersion tandis que la partie détaillera les dévelop-
pements effectués pour le potentiel d’échange-répulsion. La combinaison de ces contributions,

définissant le potentiel de van der Waals ELMAM, sera discutée dans la partie [3.4

3.2 Potentiel de dispersion

3.2.1 Approximation de London de la dispersion

Les effets de dispersion apparaissent en raison des fluctuations dans les distributions élec-
troniques atomiques qui font émerger des moments électrostatiques instantanés. Ces moments
sont aléatoires mais leurs corrélations entre atomes voisins sont globalement stabilisantes pour
le systéme. Ces interactions énergétiquement favorables existent dans tous les types de systeme
et permettent d’expliquer les phases condensées des gaz rares. Pour définir la contribution de
dispersion U(Eg\/IAM
de London introduite dans la section A Torigine, ce modele a été développé par F. Lon-

don |London, 1937] pour expliquer les interactions attractives entre atomes de gaz rares a partir

du potentiel d’interaction ELMAM, je me suis basée sur ’approximation

de considérations de mécanique quantique. En utilisant 'hypotheése d’additivité de ces contri-
butions [Yoffe et Maggiora, 1980], I’énergie de dispersion de London entre deux molécules A et

B est donnée par :

Uk =5 T o e 310
icAjeB 7t J g

ou I;, a; et Ij, aj sont respectivement les énergies de premiere ionisation et les polarisabilités

atomiques des atomes ¢ appartenant a la molécule A et j appartenant & la molécule B. La distance

R;; est la distance entre les noyaux de ces deux atomes. Pour le potentiel ELMAM, UdEig“éV[AM,

j’ai employé ce modele en utilisant les énergies de premiere ionisation atomiques I disponibles
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FIGURE 3.3 — Résultats obtenus par le modele ELMAM de ’énergie de dispersion a partir des
polarisabilités isotropes moyennes et des tenseurs de polarisabilités anisotropiques comparés
aux valeurs de référence SAPT.

Ces graphiques représentent les valeurs du modele ELMAM en ordonnées et les valeurs SAPT en abscisses de
I'énergie d’interaction de dispersion sur le jeu de données NENCI-2021 [Sparrow et al., 2021|. Le modéle ELMAM
a été testé pour (a) des polarisabilités isotropes moyennes et pour (b) des tenseurs de polarisabilités anisotropes.
Les valeurs d’énergie sont données en kcal/mol. Les régressions linéaires sur les deux graphiques sont représentées
par les droites grises. Les équations de ces deux régressions linéaires ainsi que le coefficient de détermination
correspondant sont affichés en haut a gauche de chaque graphique. La corrélation ELMAM-SAPT est trés bonne
pour les deux modeles bien que, dans le cas des polarisabilités isotropes moyennes, les énergies de dispersion sont
sous-estimées, ce qui est indiqué par la faible valeur de la pente. Avec les tenseurs de polarisabilités anisotropes,
les énergies obtenues sont plus proches des valeurs SAPT bien que cette fois-ci elles soient légérement surestimées.

dans les tablesEl et les polarisabilités atomiques transférables a de la librairie ELMAM?2.

3.2.2 Polarisabilités atomiques
Polarisabilités isotropes moyennes

Les polarisabilités atomiques anisotropes fournies par la librairie ELMAM?2 sont des quantités
tensorielles. Pour obtenir 1’énergie U,Egév[AM, il faut que le produit o;a; de 'équation soit
une grandeur scalaire. La premiére possibilité est de transformer les tenseurs de polarisabilité
« en polarisabilités isotropes moyennes @ en prenant la moyenne des valeurs propres «, de la

matrice : @ = (a1 + a2 + a3)/3. Le modele de dispersion qui en découle est le suivant :

3 LI @
UMY = -S53N L (3.11)
2 icAjeB Ii+1I; Ry

ou les indices ¢ et j portent sur les atomes appartenant aux molécules A et B respectivement.

J’ai appliqué ce potentiel sur ’ensemble des systemes transférés du jeu de données NENCI-2021.

2. L’ouvrage [Lide, 2009] propose les valeurs d’énergies d’ionisations de tous les éléments chimiques dans les
tableaux des pages 10-178 a 10-181.
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Coeflicients statistiques | Polarisabilités isotropes | Polarisabilités anisotropes
R? 0,947 0,946
R 0,973 0,973
MAE (kcal/mol) 0,46 0,44
RMSD (kcal/mol) 0,59 0,59

TABLEAU 3.2 — Coefficients statistiques pour caractériser ’accord entre le modele ELMAM et
la référence SAPT pour les énergies de dispersion.

Les coefficients statistiques pour comparer les modeles ELMAM et SAPT de ’énergie de dispersion, dans le cas
des polarisabilités isotropes moyennes (colonne « Polarisabilités isotropes ») et des tenseurs de polarisabilités
anisotropes (colonne « Polarisabilités anisotropes ») sont rassemblés dans ce tableau. Ces indicateurs, dont les
formulations sont données dans la section sont : le coefficient de détermination R?, le coefficient de corrélation
R, lerreur absolue moyenne MAE et la déviation quadratique moyenne RMSD. Ces coefficients montrent un
excellent accord ELMAM-SAPT, qui est quasiment identique pour les deux calculs du produit des polarisabilités.

La comparaison entre les résultats de ce potentiel et les valeurs de référence SAPT est donné
sur la figure La régression linéaire obtenue est la suivante :

Ugia ™™ = 0,289 BT, (3.12)

avec le coefficient de détermination R? = 0,947. Cet accord est excellent mais la pente indique
que les valeurs de dispersion sont largement sous-estimées par le modele ELMAM. En effet,
ce modele est une approximation de la dispersion, la corrélation avec les valeurs SAPT est
attendue mais pas I'accord quantitatif pour l'instant. J’ai donc introduit un facteur d’échelle
K 4isp sans dimension que j’ai affiné par minimisation des moindres carrés en utilisant I’ensemble
des systemes transférés du jeu de données NENCI-2021. Avec le facteur d’échelle obtenu Kgisp =
3,41, la régression linéaire devient :

USEAM = 0,985 ESST, (3.13)

et le coefficient de détermination R? étant inchangé. L’erreur absolue moyenne sur ces contri-
butions est MAE = 0,46 kcal/mol et le RMSD = 0,59 kcal/mol, en-dessous de la précision

chimique attendue. Ces coefficients statistiques sont regroupés dans le tableau [3.2]

Tenseurs de polarisabilité anisotrope

Une autre possibilité est de conserver les polarisabilités sous forme tensorielle et de prendre

la trace de leur produit matriciel :

Ll; Tr(of - a)
pELMAM _ 0 Z 3 —2 (3.14)
v zeA]eB Li+1 Rij

ol I’exposant t signifie la transposition de la matrice o;. Les résultats de ce modele sont comparés

aux valeurs SAPT dans la figure [3:3D] La régression linéaire sur ces points est :

Ugig™M = 1,144 B35, (3.15)
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CH CC CN CO CS
1,06 | 1,01 | 0,86 | 1,00 | 1,05

TABLEAU 3.3 — Parametres empiriques dépendant de l’espece chimique introduits dans le
modele ELMAM d’énergie de dispersion.

Les parametres empiriques Ci, Cc, Cn, Co et C's ont été introduits comme coefficients devant les polarisabilités
pour chaque espéce chimique (hydrogéne, carbone, azote, oxygeéne et soufre) dans le modéle de London (équation
. Ils ont été affinés par minimisation des moindres carrés contre les valeurs SAPT pour 80% des systémes
transférés du jeu de données NENCI-2021. Ils restent tous proches de 'unité, excepté Cn qui suggere que les
polarisabilités ELMAM pour les atomes d’azote sont légerement surestimées.

avec le coefficient de détermination R? = 0,946. Ce coefficient de détermination est quasiment
le méme qu’en utilisant les polarisabilités isotropes moyennes mais la pente est quant & elle plus
proche de I'unité. Les valeurs de dispersion sont tout de méme légerement surestimées dans ce
modele, c’est pourquoi j’ai introduit le facteur d’échelle Kgjs, = 0, 86, obtenu par affinement des
moindres carrés sur I’ensemble des systemes transférés. La nouvelle régression linéaire a pour
équation :

UG M = 0,983 ES&0T. (3.16)

Les valeurs de MAE et de RMSD, qui sont regroupées dans le tableau [3.2] restent inchangées
par rapport au modele avec les polarisabilités isotropes. Pour la suite du développement du

potentiel de dispersion ELMAM, j’ai utilisé le modele qui conserve les polarisabilités sous forme

tensorielle (équation [3.14)).

3.2.3 Introduction de parametres atomiques empiriques

Les résultats du modele de dispersion sont déja treés satisfaisants mais pour tenter de les
améliorer davantage, j’ai introduit des parametres empiriques C; dépendant de ’espece chimique
de l'atome ¢ (hydrogene, carbone, azote, oxygeéne ou soufre). Les polarisabilités atomiques a
utilisées étant des polarisabilités moyennées et transférées, ces parametres empiriques ont été

employés comme coefficients de mise & ’échelle ou "scaling" des «; :

L1 Te(Cia} - Ciey)

U(El_g\/IAM Kdlsp Z Z 6 (317)
icAjeB i+ 1 R

J’ai affiné ces parametres C; par minimisation des moindres carrés a partir de 80% des
systemes transférés du jeu de données NENCI-2021. Les 20% de systémes restant ont été utilisés
pour la validation croisée du modele avec les parametres empiriques obtenus. Ces parametres
sont regroupés dans le tableau A part pour 'azote (Cy = 0, 86), ces coefficients restent tres
proches de 1. Ces résultats confirment la qualité des polarisabilités de la librairie ELMAM2, sauf
peut-étre pour les types atomiques de I'azote pour lesquels elles seraient légerement surestimées.
Le graphique représente les résultats obtenus par ce modele en fonction des valeurs SAPT
pour les 20% des systémes transférés qui n’ont pas été utilisés pour entrainer ces parametres.

La régression linéaire donne :

UGAM = 0,989 BT, (3.18)
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FIGURE 3.4 — Résultats obtenus par le modele ELMAM de ’énergie de dispersion avec les
parametres empiriques comparés aux valeurs de référence SAPT.

Ces graphiques représentent les valeurs du modele ELMAM comportant les parameétres empiriques en ordonnées
et les valeurs SAPT en abscisses de I’énergie d’interaction, pour (a) les 20% des systémes transférés du jeu de
données NENCI-2021 [Sparrow et al., 2021] qui n’ont pas été utilisés pour entralner ces parametres et (b) sur
lensemble des systeémes transférés. Les valeurs d’énergie sont données en kcal/mol. Les régressions linéaires sur les
deux graphiques sont représentées par les droites grises. Les équations de ces deux régressions linéaires ainsi que
le coefficient de détermination correspondant sont affichés en haut a gauche de chaque graphique. La corrélation
ELMAM-SAPT est légerement améliorée par l’introduction des parametres empiriques, ce qui est confirmé par la
validation croisée sur les systemes non-utilisés pour leur entrainement.

avec R?2 = 0,950. Les valeurs de MAE = 0,39 kcal/mol et de RMSD = 0,55 kcal/mol sont
légerement meilleures que sans les parametres empiriques, comme attendu. Pour le jeu de données
complet des systémes transférés, le graphique [3.4D] présente la comparaison entre le modeéle
paramétré et les valeurs SAPT. La régression linéaire associée est :

USE™AM = 0,987 ESET, (3.19)

avec R? = 0,953. Les valeurs de MAE et de RMSD, données dans le tableau sont les
mémes que pour le jeu de données de validation croisée. Finalement, I'introduction de ces para-
metres empiriques montre certes une amélioration mais peu significative par rapport au modele
non-paramétré et ne sont peut-étre pas nécessaires pour la définition du modele de dispersion.

L’erreur persistante par rapport aux valeurs SAPT doit étre analysée plus en profondeur.

3.2.4 Influence de la composition du dimere

Comme pour les termes électrostatique et d’induction, j’ai calculé pour la contribution de
dispersion le coefficient de détermination R? entre les résultats ELMAM et les valeurs SAPT
pour chacun des 77 dimeres transférés, en utilisant leurs 45 géométries différentes. L’histogramme

présentant ces résultats est donné sur la figure [3.5] Une large majorité des dimeres, 68 sur les
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Coefficients statistiques | Validation croisée | Jeu de données complet
R? 0,950 0,953
R 0,975 0,976
MAE (kcal/mol) 0,39 0,39
RMSD (kcal/mol) 0,55 0,55

TABLEAU 3.4 — Coeflicients statistiques pour caractériser I’accord entre le modele ELMAM
avec parametres empiriques et la référence SAPT pour les énergies de dispersion.

Les coefficients statistiques pour comparer les modeles ELMAM avec parameétres empiriques et SAPT de ’énergie
de dispersion, pour les systémes non-utilisés pour ’entrainement des parameétres (colonne « Validation croisée »)
et pour I’ensemble des systémes transférés du jeu de données NENCI-2021 (colonne « Jeu de données complet »)
sont rassemblés dans ce tableau. Ces indicateurs, dont les formulations sont données dans la section sont :
le coefficient de détermination R2, le coefficient de corrélation R, 'erreur absolue moyenne MAE et la déviation
quadratique moyenne RMSD. Ces coefficients confirment la validation croisée car 1'accord reste aussi bon pour
les systemes qui n’ont pas servi a ’entrainement des parameétres empiriques que pour I’ensemble des systemes.

77 (soit 88,3%), sont associés & une excellente valeur de R? supérieure & 0,95, ce qui démontre
la pertinence des choix de modélisation. Globalement, les dimeres de type DISP présentent de
meilleures valeurs de R? pour la contribution de dispersion que ceux de type ELEC. En effet,
sur les 32 diméres & dominante DISP, 29 (90,6%) présentent une valeur de R? supérieure &
0,99 et la moins bonne corrélation est obtenue pour le complexe méthanethiol-méthanethiol
avec R?> = 0,941. Les trois meilleures valeurs de R? sont obtenues pour les complexes suivant :
benzéne-éthéne (R? = 0,999), benzéne-éthyne (R? = 0,999) et pyridine-uracile (R? = 0, 998).
Pour les 36 dimeéres & dominante ELEC, la plupart (30 complexes soit 83,3%) ont une valeur
de R? inférieure & 0,99, la meilleure corrélation étant obtenue pour le complexe imidazole-eau
avec R? = 0,996. Deux complexes (soit 2,6% de tous les dimeres transférés) ont un R? inférieur
4 0,90 : acide acétique-acide acétique (R? = 0,896) et acide acétique-uracile (R? = 0,886).
Ces deux systemes comportent la molécule d’acide acétique qui est la seule parmi toutes les
molécules des systemes transférés a posséder le groupement acide carboxylique (COOH). Cette
molécule est également présente dans plusieurs autres hétérodimeres mais ces deux complexes
sont les seuls dans lesquels ce groupement COOH est impliqué dans une double liaison hydrogene.
I est possible que les polarisabilités transférées depuis la librairie ELMAM2 pour les types
atomiques de ce groupement ne soient pas adaptées pour ce type d’interaction (ou « synthon »)

bien particulier.

3.2.5 Autres modeles d’énergie de dispersion

Le potentiel de dispersion que j’ai développé a partir de ’approximation de London fournit
déja d’excellents résultats malgré sa relative simplicité. D’autres modeles plus élaborés pourront
également étre testés dans de futurs travaux. Par exemple, le modeéle de Slater-Kirkwood [Slater
et Kirkwood, 1931,|Aquilanti et al., 1996] est assez semblable au modele de London mais fait

intervenir, en plus des polarisabilités atomiques «;, le « nombre d’électrons effectif » N; de

—1
3 o7 Qa; ;0
sk 3 [Qi, % i% 3.20
disp, AB 2 Z;AJGZB < NZ + N]> d?j ( )

latome 7 :
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FI1GURE 3.5 — Influence de la composition des dimeres sur I'accord entre le modele de dispersion
ELMAM et la référence SAPT.

Le coefficient de détermination R? entre les valeurs ELMAM et SAPT de ’énergie de dispersion a été calculé
séparément pour chacun des 77 dimeéres transférés du jeu de données NENCI-2021 en utilisant les 45 géométries
par systéme disponibles. Les résultats sont présentés sous la forme d’un histogramme montrant le nombre de
dimeres qui appartiennent & chaque intervalle de valeurs de R?. La hauteur d’une barre de graphique représente
donc le nombre de complexes pour lesquels R? est compris entre deux valeurs séparées par pas de 0,05. La valeur
de R? est supérieure & 0,95 pour une large majorité des dimeéres, confirmant I’excellent accord avec la référence
SAPT.

Ce nombre d’électrons effectif V; pourrait étre évalué par I'intégration de la densité électronique
dans le bassin atomique de ’atome 7, défini dans la section ou sur la base des parametres
P,,; du modele multipolaire.

Le modeéle "Exchange-hole" de A. Becke et E. Johnson [Becke et Johnson, 2005, Becke et
Johnson, 2007,/Angyén, 2007], qui est plutot utilisé pour les calculs de DET, pourrait également
servir d’inspiration pour développer un nouveau modele de dispersion a partir des quantités
transférables de la librairie ELMAM?2.

3.3 Potentiel d’échange-répulsion

3.3.1 Modele de recouvrement des densités électroniques
Recouvrement des orbitales et recouvrement des densités électroniques

La répulsion de Pauli ou échange-répulsion, parfois simplement appelée répulsion, prend son
origine dans la nature quantique des électrons. En effet, d’aprées le principe d’exclusion de Pauli,
puisque les électrons sont des particules fermioniques, deux électrons ne peuvent pas occuper
le méme état et lorsque deux atomes sont suffisamment proches pour interagir ensemble, la
fonction d’onde du systéeme doit rester antisymétrique. Comme tres clairement expliqué dans
l'article de J. A. Rackers et J. W. Ponder de 2019 [Rackers et Ponder, 2019], cette condition induit
une variation dp(r) dans la densité électronique par rapport a p(r) non-perturbée qui a deux
conséquences : une déplétion d’électrons dans la région de recouvrement entre les deux noyaux
et une accumulation de p(7) & proximité des noyaux. La déplétion dans la région internucléaire

provoque une diminution de I’écrantage électronique des noyaux et donc une augmentation
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de la répulsion noyau-noyau. L’accumulation de densité électronique proche des noyaux est
quant a elle favorable du point de vue de I’énergie électrostatique. Néanmoins, ’énergie de
répulsion due a la déplétion est plus importante que la baisse induite par ’accumulation [Salem,
1961, Rackers et Ponder, 2019]. L’effet du principe d’exclusion se traduit donc globalement par
une augmentation de I’énergie du systeéme. L’échange-répulsion peut donc étre comprise comme
la conséquence de I’application de la loi de Coulomb sur la variation de densité électronique due

a l'antisymétrisation de la fonction d’onde.

Dans les champs de force classiques, cette interaction est généralement modélisée par des
potentiels paramétrés, tels que les potentiels de Lennard-Jones, de Buckingham et de Halgren
mentionnés dans la section qui ne rendent pas compte de cette interprétation physique de
la répulsion. En 1961, L. Salem a introduit le modele dit de recouvrement des orbitales ("orbital
overlap") de la répulsion de Pauli [Salem, 1961]. Il a montré que ’énergie d’échange-répulsion
peut étre modélisée de facon tres précise par la quantité S /R, ot S est I'intégrale du produit des
orbitales atomiques et R est la distance entre les atomes. Néanmoins, ces orbitales étant rarement
définies dans les champs de force, ce modele n’a pas rencontré un succes massif. Par exemple, il
est employé dans les champs de force SIBFA ("Sum of Interacting Fragment ab initio") |[Piquemal
et al., 2006, Piquemal et al., 2007] et EFP ("Effective Fragment Potential") |[Gordon, 1996} Jensen
et Gordon, 1998] ou le recouvrement des orbitales est explicitement calculé. Ces modeéles sont
trés cotliteux en temps de calcul et ne sont donc pas applicables aux larges systemes tels que
les protéines. Les équipes de S. Kita [Kita et al., 1976] et de Y. S. Kim [Kim et al., 1981] ont
proposé un autre modele semi-classique de ’échange-répulsion qui est quant a lui basé sur le

recouvrement des densités électroniques €2 ("density overlap") :

Uexch—rep = Hexch-rep Q= Kexch-rep/pl (7’)/02(7')6137“7 (321)

oll Kexch-rep €St une constante qui permet de tenir compte de la différence de dimensions entre
I'énergie Uexch-rep €t I'intégrale du produit des densités électroniques 2. Pour deux molécules A et
B, le recouvrement des densités électroniques moléculaires peut étre exprimé par la sommation

des recouvrements atome-atome :

Uexch—rep,AB = Kexch—rep Z Z Qij = Kexch—rep Z Z /Pz‘(r)ﬂj (’I")dB’I’, (322)

i€AjEB 1€EA jEB

ol p;(r) et p;j(r) sont respectivement les densités électroniques atomiques de ’atome i apparte-
nant & la molécule A et de 'atome j appartenant a la molécule B. Ce modele est utilisé dans
les champs de force GEM* ("Gaussian Electrostatic Model") [Duke et al., 2014] et MASTIFF
("Multipolar Anisotropic Slater-Type Intermolecular Force Field") [Van Vleet et al., 2018 qui
utilisent les distributions de charges ponctuelles et de dipoles AMOEBA pour 'un et un modele
de densité électronique paramétré a symétrie sphérique pour 'autre. Le modele de recouvre-
ment des densités fournit des résultats relativement similaires au modele du recouvrement des
orbitales [Soderhjelm et al., 2006,[Rackers et Ponder, 2019]. Il peut étre optimisé en introduisant
un facteur f(R;;) dépendant de la distance interatomique R;; [Soderhjelm et al., 2006] ou un

exposant 7y tel que Uexch-rep = Kexch-rep$2? [Misquitta et Stone, 2016].
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Unité de la constante de mise a I’échelle Kqxch-rep

Le potentiel d’échange-répulsion Uexch-rep €st homogene a une énergie qui est généralement
exprimée par les chimistes et biologistes en kcal/mol. Le recouvrement des densités électroniques
Q) n’est pas homogeéne & une énergie mais au produit des densités multiplié par I’élément d’in-
tégration. Les densités électroniques sont des charges par unité de volume, souvent exprimées
en e.A=3, et pour une intégrale en trois dimensions, ’élément d’intégration est homogéne & un
volume qui peut étre donné en A®. Le recouvrement Q serait alors exprimé en (e.A_S)2 X A3,
soit e2. A3, Une unité arbitraire (UA) pour Kexchrep pourrait donc étre : keal.mol~1.e2. A3,
Sachant que 1 keal = 4,817 J, 1 e = 1,602.107° Cet 1 A= 10710 m, Kexch-rep devient en unités

du systéme international :
Kexchorep = Koehrep % 1,632.10" J.mol~.m3.C 72, (3.23)
Or, cette unité n’est pas sans rappeler celle de la constante de Coulomb :

= 8,988.10°J.m.C~2, (3.24)

47T€0

Par conséquent, il est possible de choisir un facteur d’échelle d’échange-répulsion réduit Kexch-rep
tel que :
x 1,816 m?.mol . (3.25)

kexch—rep = 4meg Kexch—rep Kexch rep

La dimension de ce facteur est difficile a rattacher & une grandeur physique interprétable mais
permet d’utiliser le modele de recouvrement des densités qui lui possede un sens physique.
Notons par ailleurs que la dimension de kexch-rep dépend de celle du recouvrement € qui peut

étre amenée & changer selon sa méthode de calcul.

Potentiel d’échange-répulsion ELMAM

Pour le terme d’échange-répulsion Ugg%ég[ du potentiel d’interaction ELMAM, j’ai utilisé
le modeéle de recouvrement basé sur les densités électroniques atomiques p(r) reconstruites par
transfert des parametres multipolaires de la librairie ELMAMZ2. En utilisant le facteur d’échelle

réduit kexch-rep, 'expression du potentiel ELMAM est la suivante :

ELMAM xch-
Uexch rep,AB — 84:1-61‘613 E : E :/pz ,0] . (326)
0 i€AjEB

Pour obtenir les meilleurs résultats possibles, j’ai essayé plusieurs méthodes d’intégration, plu-
sieurs facteurs dépendant de la distance interatomique R;; et aussi I'introduction de parametres

empiriques {C;, C;} qui seront détaillés dans les sections suivantes.

3.3.2 Intégration du produit des densités électroniques

Le recouvrement des densités électroniques atomiques €);; est défini comme l'intégrale du
produit des distributions des électrons des atomes 7 et j. Or, le modele multipolaire, qui est utilisé

pour exprimer les densités électroniques atomiques reconstruites par le transfert des parametres
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(a) Intégration cylindrique. (b) Intégration axiale. (¢) Sommation sur les nc-BCP.

FIGURE 3.6 — Schéma des différentes méthodes d’intégration du produit des densités électro-
niques pour le calcul du potentiel d’échange-répulsion ELMAM.

Les trois différentes méthodes d’intégration du produit des densités électroniques qui ont été testées pour définir le
potentiel d’échange-répulsion ELMAM sont : (a) 'intégration dans un volume cylindrique, (b) intégration le long
de l'axe internucléaire, et (c) la sommation sur les points critiques de liaison non-covalente (nc-BCP) de la densité
électronique totale. (a) Le volume cylindrique défini entre les atomes At i et At j est de hauteur R;; —2Zcut-ofr €t sa
base est rayon égal au plus grand des rayons de van der Waals des deux atomes. (b) L’intégration axiale est réalisée
dans la direction de I’axe z qui joint les noyaux des atomes At i et At j et sur une longueur Z = R;j; — 2Zcus-oft- (€)
Le produit des densités électroniques atomiques est évalué sur le point critique nc-BCP de la densité électronique
moléculaire totale, défini dans la section @

ELMAM2, repose sur des fonctions de type Slater et harmoniques sphériques qui ne sont jamais
exactement nulles méme a longue distance des noyaux. Aussi, le produit p;(r)p;(r) n’est pas
exactement nul méme en dehors de la région de recouvrement des densités. Une intégration
dans un large volume entourant les molécules engendrerait donc une erreur due a la sommation
des densités résiduelles. C’est pourquoi j’ai testé différentes méthodes d’intégration, permettant
également de réduire le temps de calcul, en se concentrant sur la région internucléaire ou se

produit le phénomene de recouvrement.

Intégration dans un volume cylindrique

Pour se focaliser sur la région internucléaire, la premiére approche que j’ai employée consiste
a intégrer dans un volume cylindrique. Pour chaque paire atome i - atome j, un cylindre est
défini autour de 'axe joignant les deux noyaux, comme illustré sur la figure Sa hauteur z est
égale a la distance interatomique R;; tronquée par une longueur de coupure Z.ui-of permettant
de ne pas tenir compte des électrons de coeur : Z = R;j — 2Zcut-0ff, €t son rayon R est égal
au plus grand des rayons de van der Waals des deux atomes. L’intégrale du recouvrement des

densités électroniques ey ;; est exprimée en coordonnées cylindrique (r,0, z) :

R r2n rZ
Qeylij :/0 /0 /0 pi(r,0,2)p;(r,0, z)rdrdfdz. (3.27)

Le potentiel d’interaction d’échange-répulsion ELMAM a pour expression :

ELMAM kexch—rep kexch—rep
Uexch—rep,AB = dre QCy1 = Are E E Qcyl,ij- (3-28)
0 0 jcAjeB

Pour déterminer la valeur de kexch-rep, j'ai d’abord comparé directement le recouvrement {1, aux

valeurs de référence SAPT, ESXACEEep, sur ’ensemble des systémes transférés du jeu de données
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FIGURE 3.7 — Résultats obtenus par le modéle ELMAM de I’énergie d’échange-répulsion pour
différentes méthodes d’intégration du produit des densités, comparés aux valeurs de référence
SAPT.

Ces graphiques représentent les valeurs du modele ELMAM en ordonnées et les valeurs SAPT en abscisses de
Iénergie d’interaction d’échange-répulsion sur le jeu de données NENCI-2021 [Sparrow et al., 2021]. Le modéle
ELMAM a été testé pour le recouvrement des densités électroniques atomiques obtenu (a) par intégration dans un
volume cylindrique, (b) par intégration le long de I’axe internucléaire, et (c) par sommation sur les points critiques
de liaison non-covalente (nc-BCP) de la densité électronique moléculaire totale. Les valeurs d’énergie sont données
en kcal/mol. Les régressions linéaires sur les trois graphiques sont représentées par les droites grises. Les équations
de ces trois régressions linéaires ainsi que les coefficients de détermination correspondant sont affichés en haut a
gauche de chaque graphique. La corrélation ELMAM-SAPT est excellente pour la méthode d’intégration axiale
(b) mais nettement moins bonne pour les deux autres méthodes. L’intégration cylindrique (a) contient le bruit
dans les régions ou les densités ne recouvrent pas et la sommation sur les nc-BCP (¢) manque des informations.

NENCI2021. La régression linéaire obtenue a pour équation :

Qey1 = 6,32.107% ESAPT (3.29)

exch-rep»

avec le coefficient de détermination R? = 0,672. La linéarité de la relation entre Qey1 et Ees)fcﬁ_?ep
n’étant pas tres bonne, la valeur du facteur d’échelle keyenrep n’a pas pu étre affinée par la
méthode des moindres carrés. J’ai donc choisi de prendre l'inverse de la pente de la régres-
sion linéaire : Kexch-rep = 2, 87.10% m2.mol~!. Avec ce facteur d’échelle, les résultats du modele
UELMAM p ont été confrontés aux valeurs de référence ESAPT  dans la ﬁgure La régression

exch-rep, A exch-rep

linéaire de ces points a pour équation :

UELMAM _ 4 00 ESAPT (3.30)

exch-rep exch-rep»

avec le coefficient de détermination R? = 0,672 caractérisant une faible corrélation ELMAM-
SAPT. Les valeurs de MAE = 2,89 kcal/mol et de RMSD = 5, 27 kcal/mol confirment I’erreur
importante commise en utilisant la méthode d’intégration cylindrique. Ces coeflicients statis-
tiques, qui sont regroupés dans le tableau ont été obtenus pour Zeyrog = 0,4A, la valeur R?
étant encore plus faible pour une coupure plus petite et similaire pour une coupure plus grande.
Comme cette mauvaise corrélation pouvait provenir de 'intégration de densités résiduelles dans

le volume, un modele encore plus ciblé sur la région internucléaire a donc été tenté.
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Intégration le long de la direction internucléaire

Afin de focaliser davantage sur la région internucléaire, j’ai utilisé une intégration unidimen-
sionnelle, le long de l'axe z reliant les deux noyaux des atomes i et j, illustrée par la figure
B.6D] Comme précédemment, la longueur de l'intervalle d’intégration Z est définie par la dis-
tance interatomique R;; tronquée par une longueur de coupure Zgui-of & chaque extrémité :
Z = Rjj — 2Zcut-oft- Le recouvrement des densités est alors exprimé par l'intégration axiale

suivante : 2
Qoo = [ pilr)py(r)dz, (3.31)

ou la coordonnée z est ici définie par rapport a ’axe d’intégration et ne correspond pas a une

composante du vecteur position r qui lui est défini par rapport au systéme de coordonnées global

du systeme. Le potentiel d’interaction Ug;ﬁ/_[fgg[ a pour expression :
ELMAM o kexch—rep . kexch-rep
Uexch—rep,AB - Areg ane = m Z Z ane,z‘j- (332)

i€A jEB

La comparaison directe entre le recouvrement {2, et les valeurs de référence ESAPT

exch-rep a per-

mis d’affiner par minimisation des moindres carrés le facteur d’échellelﬂ Eexch-rep = 2,00.10~16

m*.mol~1. Les résultats du modele UELMAM

exch-rep €1 fonction des valeurs SAPT sont présentés sur le

graphique [3.7D] La régression linéaire de ces points est :

UELMAM _ ) 979 ESAPT (3.33)

xch-rep exch-rep»

avec un coefficient de détermination trés satisfaisant R? = 0,957. Les valeurs de MAE = 1,10
kcal/mol et de RMSD = 1,55 kcal/mol se rapprochent des résultats obtenus pour le modéle
d’énergie électrostatique UgsLtMAM, présentés dans la section dont les ordres de grandeur

d’énergies sont similaires a ce terme de répulsion.

Le bon accord ELMAM-SAPT a ici été obtenu grace a une valeur de coupure de U'intervalle
d’intégration : Zeyrog = 0,6A. Comme le montre le graphique cet accord est nettement
moins bon lorsque l'intervalle d’intégration n’est pas suffisamment tronqué (Zeytor < 0, 1A)
car les électrons de cceur sont pris en compte. De méme, lorsque cet intervalle est trop court
(Zeut-oft > 0, 7A), une partie du recouvrement des densités électroniques atomiques est omis, ce
qui fait baisser la qualité du modele. Entre Zeyrof = 0, 1A et Zoyrog = 0,7A, un plateau est
observé et I'accord ELMAM-SAPT est maximal autour de Z.yioff = 0, 6A. Cest pourquoi cette
valeur de coupure a été choisie dans mon modele pour la présentation des résultats. Notons ici
que le ciblage de la région ou se produit le recouvrement des densités est déterminant pour la

qualité du modele.

3. Avec cette méthode d’intégration, le recouvrement € n’est plus exprimé en e2.A73 mais en e2.A7?, ce qui
a pour conséquence de changer également 'unité de kexch-rep-
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FiGURE 3.8 — Dépendance de 'accord ELMAM-SAPT pour le potentiel d’échange-répulsion
(R? en ordonnées) en fonction de l'intervalle d’intégration choisi (Zeusof €n abscisses).

Le coefficient de détermination R? entre les valeurs ELMAM et SAPT de I’énergie d’échange-répulsion a été
calculé sur le jeu de données NENCI-2021 pour plusieurs valeurs de la coupure Zcutom, données en A. Plus la
valeur de Zcut-or est élevée, plus la longueur de lintervalle d’intégration Z = R;; — 2Zcut-ox est courte. Pour
Zews-or < 0,14, la corrélation est faible car Iintégration prend aussi en compte les électrons de coeur qui ne
participent pas au recouvrement des densités électroniques. Entre Zcyt-on = 0, 1A et Zeut-of = 0, 7A, la valeur
de R? atteint un plateau ou le maximum R? = 0,957 est obtenu pour Zut-onr = 0, 60A. Pour Zeut-ofr > 0, 7A, la
corrélation diminue car une partie de I'information est perdue. Notons que la distance entre atomes non-liés R;;
la plus courte de tous les systémes transférés est de 1,55A, obtenue pour les liaisons hydrogéne C=0-. - - H-O dans
I’homodimere de I’acide acétique a 90% de sa distance d’équilibre et dans son orientation relative d’équilibre. La
longueur d’intervalle d’intégration Z = R;; — 2Zcut-ox reste donc bien positive tant que Zeys-ofr < 0, TT5A.

Sommation sur les points critiques de liaison non-covalente de la densité électro-

nique moléculaire totale

La réduction de dimensionnalité de I'intégration volumique (3D) & Uintégration le long d’un
axe (1D) a considérablement amélioré le modele. Une réduction supplémentaire, par une évalua-
tion ponctuelle (0D) du produit des densités, a donc été envisagé pour permettre de diminuer
également le temps de calcul. Or, il est bien connu en analyse de la densité de charge que 1’évalua-
tion des propriétés locales sur les points critiques (3, —1) de liaison non-covalente (nc-BCP pour
"non-covalent Bond Critical Point") de la densité électronique moléculaire permet de renseigner
sur la nature des interactions |[Espinosa et al., 1998]. J’ai donc proposé de remplacer l'intégra-
tion du produit p;(r)p;(r) par une sommation de sa valeur sur les positions des nc-BCP de la
densité moléculaire totale pye1(). Puisque ppoi(r) est minimale sur un point critique nc-BCP
entre deux atomes dans la direction joignant les noyaux, ce type de point peut donc indiquer la

localisation du recouvrement des densités. Ce dernier est alors exprimé de la fagon suivante :
QneBep = > Y pi(Tne-Bep,ij)pj (Tre-BCP.ij), (3.34)
icAjEB

ol nc-BCP, ij est le nc-BCP situé entre les atomes ¢ et j, s’il existe. Sinon, la paire d’atomes 4j
n’est pas prise en compte dans la sommation. La confrontation directe des valeurs de Q,..cp

avec les valeurs de référence SAPT est suffisamment linéaire pour affiner par moindres carrés
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Coefficients statistiques | Cylindrique | Axial | Point critique nc-BCP
R? 0,672 0,957 0,795
R 0,820 0,978 0,892
MAE (kcal/mol) 2,89 1,10 2,80
RMSD (kcal/mol) 5,27 1,55 3,98

TABLEAU 3.5 — Coeflicients statistiques pour caractériser I’accord entre le modele ELMAM pour
les différentes méthodes d’intégration et la référence SAPT pour I’énergie d’échange-répulsion.

Les coefficients statistiques pour comparer les modeles ELMAM et SAPT de I’énergie d’échange-répulsion sont
rassemblés dans ce tableau pour les différentes méthodes d’intégration : dans le volume cylindrique pour la colonne
« Cylindrique », le long de ’axe interatomique pour la colonne « Axial », et sur les positions des points critiques de
liaison non-covalente (nc-BCP) pour la colonne « Point critique nc-BCP ». Ces indicateurs, dont les formulations
sont données dans la section sont : le coefficient de détermination R?, le coefficient de corrélation R, I'erreur
absolue moyenne MAE et la déviation quadratique moyenne RMSD. Ces coefficients confirment ’excellent accord
pour l'intégration axiale, et qui est nettement moins bon pour les deux autres méthodes.

le facteur d’échelle : Kexchrep = 8,26.1072" m®.mol~!. Les résultats du modele Uggﬁ/_[rég[ =

Kexch-rep/4me0 Qne-Bcp ont été confrontés aux valeurs de référence Ees)éﬁ_}:ep dans le graphique
.7cl La régression linéaire de ces points a pour équation :
g p p q
ELMAM _ SAPT
Uexch-rep - 07 855 Eexch-rep? (335)

avec le coefficient de détermination R? = 0, 795 caractérisant un accord ELMAM-SAPT meilleur
que pour l'intégration cylindrique mais loin d’étre aussi bon que pour 'intégration axiale. Les
valeurs de MAE = 2,80 kcal/mol et de RMSD = 3,98 kcal/mol, qui sont regroupés dans le
tableau confirment cette observation. Ce modele de sommation sur les points critiques doit
donc manquer une partie de I'information, de fagon similaire a I'intégration axiale pour une trop

grande coupure de Uintervalle (Zeytof > 0, 7A).

3.3.3 Modele dépendant de la distance interatomique

Les résultats présentés précédemment avec l'intégration axiale sont excellents mais dans mes
premiers développements, ce niveau de précision n’avait pas été atteint. C’est pourquoi j’ai
cherché a améliorer mon modele en m’inspirant de précédentes études [Soderhjelm et al., 2000,
Misquitta et Stone, 2016,[Rackers et Ponder, 2019] ou I'ajout de facteurs f(R;;) dépendant de
la distance interatomique R;; a été proposé. Pour le potentiel d’interaction d’échange-répulsion
ELMAM, UELMAM ' 525i testé I'introduction de différentes fonctions f(R;;) telles que :

exch-rep

k

ELMAM h-

onch—rcp,AB = % Z Z f(RU)Qljv (336)

TEY % :
i€AjeEB

ou €);; est le recouvrement des densités obtenus a partir de I'intégration le long de la direction
internucléaire et avec une coupure Zeytof = 0, 6A. Dans une approche purement empirique, j’ai
d’abord essayé trois fonctions simples : f(R;j) = Rij, f(Rij) = R?j et f(Rij) = Rl-_jl. Puis, j’ai
également employé la fonction proposée par P. Séderhjelm, G. Karlstrom et U. Ryde [Soderhjelm

et al., 2006] : f(R;j) =1+ CeRij/ao avec C, un parameétre empirique sans dimension & affiner
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et ag = 0,529A, le rayon de Bohr.

80 70
SAPT ELMAM SAPT
Ug;cbl/:élly([ap =0.968 Eexch—rep Uexch—rep =0.907 Eexch—rep
0 R? = 0.924 60 R? = 0.762
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0
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— ) = R2
(a) f(Rij) = Rij. (b) f(RlJ) = Rij'
90 80
ELMAM _ SAPT ELMAM _ SAPT
20 Uexch—rep =0.941 Eexch—rep . Uexch—rep =0.982 Eexch—rep
R? = 0900 70 R? = 0958

0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
(0) F(Rij) = Ry (d) f(Rij) =1+ Ce~Fii/ao,

FIGURE 3.9 — Résultats obtenus par le modele ELMAM de l’énergie d’échange-répulsion
comparés aux valeurs de référence SAPT pour plusieurs facteurs dépendant de la distance
interatomique f(R;;).

Ces graphiques représentent les valeurs du modele ELMAM du potentiel d’échange-répulsion en ordonnées confron-
tés aux valeurs SAPT en abscisses, en utilisant différents facteurs dépendant de la distance interatomique R;; :
(a) f(Rij) = Rij, (b) f(Ri;) = Ry, () f(Rij) = Ri_j1 et (d) f(Rij) =1+ Ce i/ TLes valeurs d’énergie sont
données en kcal/mol. Les régressions linéaires sur les quatre graphiques sont représentées par les droites grises.
Les équations de ces quatre régressions linéaires ainsi que les coefficients de détermination correspondant sont
affichés en haut a gauche de chaque graphique. La corrélation ELMAM-SAPT est moins bonne pour les trois
premiéres fonctions (a, b et ¢) que pour le modéle sans facteur dépendant de R;;. Pour la derniére fonction (d),
qui a été proposée par ﬂS(’jderhjelm et al., 2006", cet accord est faiblement amélioré.

Pour la premiere fonction f(R;;) = Ryj, le facteur d’échelle calculé par moindres carrés
est Kexch-rep = 8, 39.1078 m3.mol~!. La régression linéaire entre les résultats du modele corres-
pondant Ui%%éy et la référence SAPT ngcﬁ_rfep, présentée sur le graphique montre un

moins bon accord ELMAM-SAPT (R? = 0,924) que dans le cas sans facteur dépendant de la
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Ri;
Coefficients statistiques | f(Ri;j) = Rij | f(Rij) = R,%j f(Rij) = R;jl f(Rij) =1+Ce 0
R? 0,924 0,762 0,900 0,958
R 0,961 0,873 0,949 0,979
MAE (kcal/mol) 1,17 1,89 1,86 1,06
RMSD (keal /mol) 1,90 3,18 2,58 1,51

TABLEAU 3.6 — Coeflicients statistiques pour caractériser I’accord entre le modele ELMAM
pour les différents facteurs f(R;;) dépendant de la distance interatomique R;; et la référence
SAPT pour I'énergie d’échange-répulsion.

Les coefficients statistiques pour comparer les modeles ELMAM et SAPT de I’énergie d’échange-répulsion sont
rassemblés dans ce tableau pour les différentes fonctions de la distance interatomique Ri; : f(Ri;) = Rij; (colonne
n°2), f(Ri;) = R (colonne n°3), f(Ri;j) = R;;' (colonne n°4) et f(Ri;) = 1+ Ce i/ (colonne n°5). Ces

ij
indicateurs, dont les formulations sont données dans la section sont : le coefficient de détermination RZ,
le coefficient de corrélation R, I’erreur absolue moyenne MAE et la déviation quadratique moyenne RMSD. Ces
coefficients montrent que lintroduction de ces facteurs f(R;;) n’apporte pas d’amélioration significative par
rapport au modele initial, donc les coefficients statistiques sont présentés dans le tableau @

distance interatomique. Il en est de méme pour les fonctions f(R;;) = R?j et f(Rij) = Ri_jl,
dont les résultats sont représentés respectivement avec Kexchrep = 3, 11.102 m%2.mol~! dans le
graphique et avec Kexch-rep = 4, 21.10726 m®.mol~! dans le graphique Pour la fonction
f(Rij) =1 +Ce i/ jaj affiné de maniére simultanée par moindres carrés le facteur d’échelle
Eexch-rep = 2, 11.10716 m* mol~! et le parametre empirique C = —2,57 a I'aide de 80% des sys-
témes transférés du jeu de données NENCI-2021, en gardant les 20% restant pour la validation

croisée. Les résultats du modele UELMAM

exch-rep
SAPT
E exch-rep

qui en découle sont confrontés aux valeurs de référence
dans le graphique La régression linéaire sur ces points a pour équation :

UELMAM _ g 9o [SAPT

exch-rep exch-rep»

(3.37)

avec le coefficient de détermination R? = 0,958 qui reste quasiment identique au modéle sans
facteur dépendant de R;;. Les valeurs de MAE = 1,06 kcal/mol et de RMSD = 1,51 kcal/mol
ne montrent pas d’amélioration significative non plus. Les différents coefficients statistiques ob-
tenus avec ces quatre fonctions de la distance interatomique sont rassemblés dans le tableau
Finalement, les différentes fonctions f(R;;) introduites ici n’ont pas permis d’améliorer signifi-
cativement les résultats déja tres bons issus de l'intégration axiale du produit des densités avec
une coupure Zeysof = 0, 6A.

Néanmoins, pour d’autres méthodes de calcul de l'intégrale €2, 'introduction d’un facteur
f(Rij) dépendant de le distance interatomique R;; permet de réduire significativement les écarts
ELMAM-SAPT. Pour une intégration axiale mais avec une coupure plus courte Z.yioff = 0, 4A,
le coefficient de détermination valait R? = 0,918 (voir graphique , contre R? = 0,957 pour
Zeut-off = 0,6A. En introduisant le facteur f (Rij) = Ri; dans le modele avec Zgyt-off = 0,4A,
et le facteur d’échelle kexch-rep = 9, 77.1078 m3.mol~! affiné par moindres carrés, j’ai obtenu les
résultats de modele UEEMAM yj sont confrontés aux valeurs SAPT dans le graphique La

exch-rep
régression linéaire de ces points a pour équation :

UELMAM _ g gg3 [SAPT

exch-rep exch-rep»

(3.38)
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(a) USEMAM vs ESAPT  pour intégration ra-  (b) UELMAM vs ESAPT | pour intégration par
diale avec Zeupon = 0,4A et f(Rij) = Ryj. sommation sur les nc-BCP et f(R;;) = Rfj.

F1GURE 3.10 — Résultats obtenus par le modele ELMAM de I’énergie d’échange-répulsion
comparés aux valeurs de référence SAPT pour d’autres méthodes d’intégration et avec I'intro-
duction de facteurs dépendant de la distance interatomique.

Ces graphiques représentent les valeurs du modele ELMAM du potentiel d’échange-répulsion en ordonnées confron-
tées aux valeurs SAPT en abscisses, en utilisant : (a) la méthode d’intégration axiale avec Zcut-of = 0,4A et le
facteur f(Ri;) = Rij et (b) la méthode d’intégration par sommation sur les nc-BCP et le facteur f(Ri;) = R};. Les
valeurs d’énergie sont données en kcal/mol. Les régressions linéaires sur les deux graphiques sont représentées par
les droites grises. Les équations de ces deux régressions linéaires ainsi que les coefficients de détermination corres-
pondant sont affichés en haut & gauche de chaque graphique. Les excellentes corrélations ELMAM-SAPT obtenues
montre que 'introduction des facteurs f(R;;) dans les autres méthodes d’intégration du recouvrement des densités
permet de retrouver des résultats de qualité équivalente a ceux de 'intégration axiale avec Zcut-or = 0, 6A.

avec R? = 0,962 (et R = 0,981) qui est trés légérement meilleur que celui obtenu avec le
modeéle & Zeyof = 0,6A. Les valeurs de MAE = 1,00 kcal/mol et RMSD = 1,42 kcal/mol
confirment une légeére amélioration. De méme, pour la méthode d’intégration par sommation

sur les points critiques de liaison non-covalente (nc-BCP), le coefficient de détermination était
2

17
facteur d’échelle kexchorep = 2, 11.107® m®.mol~! affiné par moindres carrés, dont les résultats

obtenus sont comparés aux valeurs ESAPT  dans le graphique [3.10bl La régression linéaire a

exch-rep

égal a seulement R? = 0,795. Jai introduit dans ce modele la fonction f(R;;) = R%, et le

pour expression :

UELMAM _ ) 982 ESAPT (3.39)

exch-rep exch-rep»

avec R? = 0,957 (et R = 0,978) qui est égal & celui obtenu pour la méthode d’intégration axiale
avec Zeusoff = 0,6A. Les valeurs de MAE = 1,06 kcal/mol et RMSD = 1,56 kcal/mol sont
également tres proches. Par conséquent, I'introduction des facteurs f(R;;) permet de retrouver
des résultats de qualité équivalente a ceux obtenus par la méthode d’intégration optimale a partir
d’autres méthodes d’intégration. Ceci est notamment intéressant pour le cas de la sommation
sur les nc-BCP qui est moins couteuse en temps de calcul, méme s’il faut déterminer les points

critiques en amont.
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CH CC CN CO CS
0,90 | 1,12 | 1,19 | 1,00 | 1,36

TABLEAU 3.7 — Parametres empiriques dépendant de l’espece chimique introduits dans le
modeéle ELMAM d’énergie d’échange-répulsion.

Les parameétres empiriques Cg, Cco, Cn, Co et Cs ont été introduits comme coefficients devant les densités élec-
troniques atomiques dans l'intégrale de recouvrement €2 (équation pour chaque espéce chimique (hydrogene,
carbone, azote, oxygene et soufre). Ils ont été affinés par minimisation des moindres carrés contre les valeurs SAPT
pour 80% des systémes transférés du jeu de données NENCI-2021. IIs restent tous relativement proches de I'unité,
en particulier pour 'oxygene, et suggérent une légere surestimation de la densité pour les atomes d’hydrogene et
une légere sous-estimation pour les atomes de carbone, azote et soufre.

3.3.4 Introduction de parametres atomiques empiriques

En partant de 'hypothése selon laquelle la qualité des valeurs des densités électroniques
atomiques p(7), qui sont reconstruites a partir des parametres multipolaires ELMAM?2, puisse
expliquer les erreurs observées entre le modele ELMAM et la référence SAPT, des parametres
empiriques C; dépendant de ’espece chimique de ’atome ¢ ont été affinés. Ces parametres ont
été introduits comme coeflicients devant les densités électroniques atomiques des atomes 7 et j

dans le calcul de 'intégrale le long de I'axe reliant les noyaux :

Kexch-
ELMAM xch-r
VB = M [ G0z, (3.40)

en conservant Kexch-rep = 2, 00.10716 m*.mol~!. Pour affiner les parameétres C;, C; par la méthode
des moindres carrés, j’ai utilisé 80% des systémes transférés du jeu de données NENCI-2021. Les
valeurs obtenues sont présentées dans le tableau [3.7] Ces parameétres sont proches de 'unité, no-
tamment pour 'oxygene ou Cp est exactement égal a 1,00, ce qui permet de valider 'utilisation
des parametres multipolaires de la librairie ELMAM?2 pour le calcul du recouvrement des den-
sités électroniques. Les valeurs obtenues suggeérent néanmoins que les recouvrements impliquant
des atomes d’hydrogene sont légerement surestimés tandis que ceux impliquant des atomes de

carbone, d’azote et de soufre sont légerement sous-estimés.

Les 20% des systémes transférés du jeu de données NENCI-2021 ont été utilisés pour la
validation croisée de ces parametres. Les résultats du modele paramétré sur ces systémes sont
confrontés aux valeurs de référence SAPT dans la figure La régression linéaire de ces
points a pour équation :

UELMAM _ ) 985 ESAPT (3.41)

exch-rep exch-rep’

avec le coefficient de détermination R? = 0,971. Pour le jeu de données complet, la confronta-
tion du modele ELMAM paramétré aux valeurs SAPT est donnée sur le graphique [3.110] La
régression linéaire devient :

UELMAM _ g 984 ESAPT (3.42)

exch-rep exch-rep»

avec le coefficient de détermination R? = 0,969. Les résultats obtenus sur les 20% des systémes
transférés non-utilisés pour ’entrainement des parametres empiriques sont donc bien équivalents

a ceux obtenus sur ’ensemble du jeu de données, confirmant ainsi la pertinence du modéle gréace
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F1GURE 3.11 — Résultats obtenus par le modele ELMAM de I’énergie d’échange-répulsion avec
les parametres empiriques comparés aux valeurs de référence SAPT.

Ces graphiques représentent les valeurs du modele ELMAM comportant les parameétres empiriques en ordonnées
et les valeurs SAPT en abscisses de I’énergie d’échange-répulsion, pour (a) les 20% des systémes transférés du jeu
de données NENCI-2021 [Sparrow et al., 2021] qui n’ont pas été utilisés pour entrainer ces paramétres et (b) sur
I’ensemble des systémes transférés. Les valeurs d’énergie sont données en kcal/mol. Les régressions linéaires sur les
deux graphiques sont représentées par les droites grises. Les équations de ces deux régressions linéaires ainsi que
le coefficient de détermination correspondant sont affichés en haut & gauche de chaque graphique. La corrélation
ELMAM-SAPT est légerement améliorée par I'introduction des parameétres empiriques, ce qui est confirmé par la
validation croisée sur les systemes non-utilisés pour leur entrainement.

a l'approche de validation croisée.

Les différents coefficients statistiques caractérisant les résultats du modele UEEMAM pyac Jeg

exch-re

parametres empiriques, pour les systemes utilisés pour la validation croisée uniquemeflt et pour
I’ensemble du jeu de données, sont regroupés dans le tableau Le coefficient de détermination
étant plus élevé que sans ces parametres empiriques (R? = 0,957), la corrélation ELMAM-SAPT
est légérement améliorée par leur introduction. De méme, les valeurs de MAE = 0, 89 kcal/mol et
de RMSD = 1, 31 kcal/mol sont significativement réduites (MAE = 1, 10 kcal/mol et de RMSD
= 1,55 kcal/mol auparavant) griace a ces parametres empiriques. L’erreur absolue moyenne du
potentiel d’échange-répulsion ELMAM est d’ailleurs a présent inférieure a la précision chimique

attendue de 1 kcal/mol.

3.3.5 Influence de la composition du dimere

Comme pour les autres contributions énergétiques, I'influence de la composition des dimeres
du jeu de données NENCI-2021 sur ’accord entre le potentiel d’échange-répulsion ELMAM et
les valeurs de référence SAPT a été analysée en calculant le coefficient de détermination R? pour
chacun des 77 dimeres transférés en utilisant les 45 géométries différentes associées. Ces résultats
sont présentés sous la forme d’un histogramme sur la figure Comme le montre la vue globale
sur I’histogramme les 77 diméres présentent tous une valeur de R? supérieure & 0,90, et
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Coefficients statistiques | Validation croisée | Jeu de données complet
R? 0,971 0,969
R 0,985 0,984
MAE (kcal/mol) 0,90 0,89
RMSD (kcal/mol) 1,29 1,31

TABLEAU 3.8 — Coefficients statistiques pour caractériser I’accord entre le modele ELMAM
avec parametres empiriques et la référence SAPT pour les énergies d’échange-répulsion.

Les coefficients statistiques pour comparer les modeles ELMAM avec parameétres empiriques et SAPT de ’énergie
d’échange-répulsion, pour les systémes non-utilisés pour lentrainement des parameétres (colonne « Validation
croisée ») et pour l'ensemble des systémes transférés du jeu de données NENCI-2021 (colonne « Jeu de données
complet ») sont rassemblés dans ce tableau. Ces indicateurs, dont les formulations sont données dans la section
sont : le coefficient de détermination R?, le coefficient de corrélation R, erreur absolue moyenne MAE et
la déviation quadratique moyenne RMSD. Ces coefficients confirment la validation croisée car ’accord reste aussi
bon pour les systemes qui n’ont pas servi a l’entrainement des parameétres empiriques que pour l’ensemble des
systemes.

64 d’entre eux (83,1%), une valeur de R? supérieure & 0,95. Pour commenter plus précisément
ces résultats, les valeurs prises par R? entre 0,90 et 1,0 sont détaillées dans I’histogramme
3.12b, Pour la majorité des diméres, soit 21 sur les 77 (27,3%), R? est compris entre 0,97 et
0,98, caractérisant une tres forte corrélation ELMAM-SAPT. Pour 13 dimeres (soit 16,9%),
la valeur de R? est méme supérieure a 0,99. Les trois meilleurs accords sont obtenus pour
les complexes suivants : néopentane-néopentane (R? = 0,997 et de type DISP), acétamide-
acétamide (R? = 0,997 et de type ELEC) et uracile-uracile (R? = 0,996 et de type ELEC). Un
unique dimere (1,3%) posséde une valeur de R? inférieure a 0,92 : pyridine-éthyne (R? = 0,911
et de type ELEC), et deux (2,6%) une valeur comprise entre 0,92 et 0,93 : N-méthylacétamide-
méthylamine (R? = 0,927 et de type ELEC) et indole-eau (R? = 0,929 et de type ELEC).
Les systemes de type ELEC apparaissent & la fois pour les moins bonnes valeurs de R? et pour
les meilleures car ils représentent la majorité des complexes (36/77, 32 étant de type DISP
et 9 de type MIXD). La qualité de 'accord ELMAM-SAPT ne semble pas dépendre du type
d’interaction dominante et aucun type atomique particulier ne ressort parmi les moins bons
résultats. Notons que cette conclusion n’est pas surprenante car les effets de répulsion sont

présents dans toutes les interactions, quelles que soient les natures des molécules considérées.

3.3.6 Autres modeles d’énergie de répulsion

Finalement, le modele d’énergie d’échange-répulsion ELMAM basé sur le recouvrement des
densités électroniques fournit des résultats présentant un accord tres satisfaisant avec les valeurs
de référence SAPT. Cet accord semble principalement dépendre de la méthode d’intégration
et de la détermination de la région dans laquelle se produit le recouvrement. Une méthode
davantage précise pour la définition de cette région pourrait peut-étre améliorer les résultats.

Par ailleurs, I'accord avec les valeurs de référence SAPT pourrait étre renforcé en partant
de modeles de type potentiel de Lennard-Jones, proportionnel a I'inverse de la distance inter-
atomique avec un exposant 12 ou 14, ou Buckingham, avec une dépendance en exponentielle
décroissante. Cependant, ces potentiels fortement empiriques ne peuvent pas étre raccrochés

a linterprétation physique du phénomene de répulsion en termes de perte d’écrantage noyau-
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FI1GURE 3.12 — Influence de la composition des dimeéres sur 1'accord entre le modele d’échange-
répulsion ELMAM et la référence SAPT.

Le coefficient de détermination R? entre les valeurs ELMAM et SAPT de I’énergie d’échange-répulsion a été calculé
séparément pour chacun des 77 dimeéres transférés du jeu de données NENCI-2021 en utilisant les 45 géométries
par systéme disponibles. Les résultats sont présentés sous la forme d’histogrammes montrant le nombre de dimeéres
qui appartiennent & chaque intervalle de valeurs de R?. La hauteur d’une barre de graphique représente donc le
nombre de complexes pour lesquels R? est compris entre deux valeurs. Dans la vue globale (a), les valeurs sont
séparées par pas de 0,05, ce qui permet de comparés ces résultats aux autres contributions énergétiques. Dans le
focus sur la région de R? compris entre 0,9 et 1,0 (b) les valeurs sont séparées par pas de 0,01 afin d’approfondir
I’analyse. La valeur de R? est supérieure & 0,90 pour tous les dimeéres, confirmant Pexcellent accord avec la
référence SAPT, et est compris entre 0,97 et 0,98 pour la plupart d’entre eux.

noyau, comme c’est le cas pour le modele du recouvrement des densités.

3.4 Potentiel d’interaction van der Waals ELMAM

3.4.1 Sommation des contributions ELMAM de dispersion et d’échange-
répulsion

Pour définir le potentiel d’interaction total ELMAM, les contributions électrostatique per-
manente et d’induction dipolaire avaient déja été établies dans des travaux antérieurs |Leduc]
let al., 2019 |Vukovié¢ et al., 2021]. Dans le cadre de ma these, j’ai développé les potentiels de

dispersion (voir partie [3.2]) et d’échange-répulsion (voir partie [3.3)) pour compléter ce potentiel

d’interaction total. Ces deux contributions définissent le potentiel de van der Waals ELMAM,

UEdI;NMAM, qui a pour expression :
ELMAM __ ;7ELMAM ELMAM
Uvdw - Udisp + Uexch—rep : (343)
Sans parameétre empirique
Dans les développements des potentiels de dispersion U(%géleM et d’échange-répulsion Ug{%}l}/_[éi\)/lj

de tres bons résultats ont été obtenus uniquement a partir des données de la librairie ELMAM?2,
sans 'introduction des parametres empiriques excepté les facteurs d’échelle Kgisp et Kexch-rep-
Pour définir le potentiel de van der Waals ELMAM, j’ai donc choisi de sommer la contribu-

tion de dispersion, obtenue par 'approximation de London avec les tenseurs de polarisabilités
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(a) Sans parameétres empiriques. (b) Avec parameétres empiriques.

F1GURE 3.13 — Résultats obtenus par le modele ELMAM de I’énergie de van der Waals sans et
avec les parametres empiriques comparés aux valeurs de référence SAPT.

Ces graphiques représentent les valeurs du modele ELMAM en ordonnées et les valeurs SAPT en abscisses de
Iénergie de van der Waals, (a) sans aucun parametre empirique dans le modeéle ELMAM et (b) avec les parametres
empiriques de dispersion et d’échange-répulsion. Les valeurs d’énergie sont données en kcal/mol. Les régressions
linéaires sur les deux graphiques sont représentées par les droites grises. Les équations de ces deux régressions
linéaires ainsi que le coefficient de détermination correspondant sont affichés en haut a gauche de chaque graphique.
La corrélation ELMAM-SAPT est légérement améliorée par I'introduction des parameétres empiriques.

anisotropes ELMAM?2 (équation , et la contribution d’échange-répulsion, obtenue par l'in-
tégration axiale du recouvrement des densités électroniques reconstruites a partir des parametres
multipolaires ELMAM?2 (équation . Le potentiel de van der Waals ainsi obtenu a été com-
paré aux valeurs de référence SAPT, ngvf T = Edsifg Ty Ees)iﬁ_?ep, dans le graphique La

régression linéaire de ces points a pour équation :

UELMAM _ (982 ESAFT (3.44)
avec le coefficient de détermination R? = 0,915. La corrélation ELMAM-SAPT pour le potentiel
de van der Waals est donc moins bonne que pour les potentiels de dispersion et d’échange-
répulsion individuellement, dont les coefficients statistiques sont rappelés dans le tableau [3.9
mais reste forte. De méme, les valeurs de MAE = 1,21 kcal/mol et de RMSD = 1,73 kcal/mol
sont plus élevées pour U%EVMAM mais restent tres correctes, notamment ’erreur absolue moyenne

qui reste proche de lerreur chimique typique de 1 kcal/mol.

Avec les parameétres empiriques dépendant de I’espéce chimique

Puisque l'introduction de parameétres empiriques, dans le potentiel de dispersion (équation
3.17) et dans le potentiel d’échange-répulsion (équation [3.40]), avait permis d’améliorer légere-
ment ’accord avec les valeurs de référence SAPT, il est intéressant d’analyser les résultats du

potentiel de van der Waals basé sur ces modeles. Le graphique [3.13D] présente la confrontation
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Coefficients statistiques | Dispersion | Echange-répulsion | van der Waals
R? 0,946 0,957 0,915
R 0,973 0,978 0,957
MAE (kcal/mol) 0,44 1,10 1,21
RMSD (kcal/mol) 0,59 1,55 1,73

TABLEAU 3.9 — Coefficients statistiques pour caractériser I’accord entre le modele ELMAM
sans parametre empirique et la référence SAPT pour I’énergie de van der Waals.

Les coefficients statistiques pour comparer les modeéles ELMAM sans paramétre empirique et SAPT des énergies
de dispersion (colonne n°2), d’échange-répulsion (colonne n°3) et de van der Waals (colonne n°4) sont rassemblés
dans ce tableau. Ces indicateurs, dont les formulations sont données dans la section sont : le coefficient
de détermination R?, le coefficient de corrélation R, I’erreur absolue moyenne MAE et la déviation quadratique
moyenne RMSD. Ces coefficients montrent que la somme des contributions de dispersion et d’échange-répulsion,
c’est-a-dire le potentiel de van der Waals, présente un accord ELMAM-SAPT moins bon et des erreurs plus élevées
que ces contributions prises individuellement.

Coefficients statistiques | Dispersion | Echange-répulsion | van der Waals
R? 0,953 0,969 0,932
R 0,976 0,984 0,965
MAE (kcal/mol) 0,39 0,89 1,00
RMSD (kcal/mol) 0,55 1,31 1,50

TABLEAU 3.10 — Coefficients statistiques pour caractériser I’accord entre le modele ELMAM
avec parametres empiriques et la référence SAPT pour 1’énergie de van der Waals.

Les coefficients statistiques pour comparer les modeles ELMAM, avec parameétres empiriques dépendant de ’espéce
chimique, et SAPT des énergies de dispersion (colonne n°2), d’échange-répulsion (colonne n°3) et de van der Waals

colonne n°4) sont rassemblés dans ce tableau. Ces indicateurs, dont les formulations sont données dans la section
sont : le coefficient de détermination R?, le coefficient de corrélation R, I’erreur absolue moyenne MAE et
la déviation quadratique moyenne RMSD. Le potentiel de van der Waals présente toujours un accord ELMAM-
SAPT un peu moins bon et des erreurs légerement plus élevées que les contributions individuelles de dispersion
et de répulsion mais I'introduction des parameétres empiriques permet d’améliorer ces résultats.

de ces résultats aux valeurs SAPT dont la régression linéaire a pour expression :

UELMAM _ 972 ESAPT (3.45)
avec le coefficient de détermination R?> = 0,932. Cet accord, ainsi que les valeurs de MAE
= 1,00 kcal/mol et de RMSD = 1,50 kcal/mol, sont moins bons que ceux des contributions
de dispersion et d’échange-répulsion (rappelées dans le tableau |3.10|) prises séparément mais

sont significativement meilleurs que dans le modele sans parameétre empirique. L’erreur absolue

UELMAM

v atteint maintenant la précision chimique attendue.

moyenne sur

3.4.2 Combinaison linéaire

Avec ou sans parametres empiriques, ’'accord ELMAM-SAPT du potentiel de van der Waals
est significativement moindre que celui associé aux contributions individuelles de dispersion et
d’échange-répulsion. Une possibilité d’amélioration est de remplacer la simple sommation de ces

deux termes par une combinaison linéaire, avec des pondération x sans dimension affinés par la
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FIGURE 3.14 — Résultats obtenus par le modele ELMAM de I’énergie de van der Waals par
combinaison linéaire des termes de dispersion et de répulsion, sans et avec les parameétres
empiriques, comparés aux valeurs de référence SAPT.

Ces graphiques représentent les valeurs du modeéle ELMAM en ordonnées et les valeurs SAPT en abscisses de
I’énergie de van der Waals obtenue par combinaison linéaire des contributions de dispersion et de répulsion, (a)
sans aucun paramétre empirique dans le modéle ELMAM et (b) avec les paramétres empiriques de dispersion
et d’échange-répulsion. Les valeurs d’énergie sont données en kcal/mol. Les régressions linéaires sur les deux
graphiques sont représentées par les droites grises. Les équations de ces deux régressions linéaires ainsi que le
coefficient de détermination correspondant sont affichés en haut a gauche de chaque graphique. La corrélation
ELMAM-SAPT est 1légérement améliorée par 'introduction des parameétres empiriques. Les coefficients de la
combinaison linéaire améliorent les résultats pour le cas sans parameétres empiriques mais les laissent inchangés
pour le cas avec parametres empiriques.

méthode des moindres carrés, telle que :

ELMAM ELMAM ELMAM
Uvdw = Rdisp Udisp + K/exch—repUexCh_rep . (346)

Sans parameétre empirique

Les pondérations x de la combinaison linéaire ont été affinées par moindres carrés sur 80%
des systémes transférés du jeu de données NENCI-2021, les 20% restant ont été conservés pour
la validation croisée du modele. Pour les modeles de dispersion et d’échange-répulsion sans
parametre empirique, les pondérations suivants ont été obtenues : Kqisp = 0,635 et Kexch-rep =
0,859. Le modele de van der Waals qui en découle a pour expression :

UELMAM _ o 635 UELMAM 4 g59 yELMAM (3.47)

% disp exch-rep *

Ce modele est confronté aux valeurs SAPT sur le graphique La régression linéaire de ces
points donne :
UELMAM _ (951 ES{PT, (3.48)

v v
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Coefficients statistiques | Validation croisée | Jeu de données complet
R? 0,925 0,925
R 0,962 0,962
MAE (kcal/mol) 1,09 1,10
RMSD (kcal/mol) 1,50 1,51

TABLEAU 3.11 — Coefficients statistiques pour caractériser I'accord entre le modele ELMAM
de combinaison linéaire des termes de dispersion et de répulsion, sans parametre empirique, et
la référence SAPT d’énergie de van der Waals.

Les coefficients statistiques pour comparer les modéles ELMAM sans parameétres empiriques et SAPT de I’énergie
de van der Waals, pour les systémes non-utilisés pour ’entrainement des coefficients de combinaison linéaire
(colonne « Validation croisée ») et pour ’ensemble des systémes transférés du jeu de données NENCI-2021 (colonne
« Jeu de données complet ») sont rassemblés dans ce tableau. Ces indicateurs, dont les formulations sont données
dans la section sont : le coefficient de détermination R?, le coefficient de corrélation R, Perreur absolue
moyenne MAE et la déviation quadratique moyenne RMSD. Ces indicateurs statistiques confirment la validation
croisée car accord reste identique pour les systémes qui n’ont pas servi a l'entrainement des coefficients de
combinaison linéaire que pour I’ensemble des systémes.

avec le coefficient de détermination R? = 0,925. L’accord ELMAM-SAPT est donc légérement
amélioré par cette combinaison linéaire, ce qui est confirmé par une diminution des valeurs de
MAE = 1,10 kcal/mol et de RMSD = 1,51 kcal/mol. Ces coefficients statistiques sont regroupés
dans le tableau [3.11] pour les systémes utilisés pour la validation croisée et pour ’ensemble du
jeu de données. Ces coefficients sont identiques pour les systémes qui n’ont pas été utilisés pour
I’affinement par moindres carrés que pour le jeu de données complet, ce qui confirme la validation

croisée du modele.

Avec les parameétres empiriques dépendant de I’espéce chimique

Pour les modeles de dispersion et d’échange-répulsion avec les parametres empiriques dépen-
dant de ’espece chimique, les pondérations de la combinaison linéaire obtenues par affinement
des moindres carrés sur 80% des systemes transférés sont : Kqisp = 0,827 et Kexchrep = 0, 927.
Le modele de van der Waals est alors exprimé par :

UM = 0,827 USLAM 40,927 USAEM. (3.49)

Ce modele est confronté aux valeurs SAPT sur le graphique La régression linéaire de ces
points a pour équation :

A A
UELMAM _ (. 948 ES{PT, (3.50)

v v

avec le coefficient de détermination R? = 0,932, qui est égal & celui obtenu par simple sommation
des contributions de dispersion et d’échange-répulsion. Les valeurs de MAE = 0,95 kcal/mol
et de RMSD = 1,46 kcal/mol sont légérement plus faibles pour le jeu de données complet.
Cependant, ce n’est pas le cas en prenant uniquement les systemes qui n’ont pas été utilisés pour
Paffinement des coefficients de combinaison linéaires, pour lesquels ces coefficients (regroupés
dans le tableau sont identiques a ceux de la simple sommation. Finalement, la combinaison
linéaire ne permet pas d’améliorer les résultats de potentiel de van der Waals a partir des modeles

de dispersion et d’échange-répulsion avec parametres empiriques.
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Coefficients statistiques | Validation croisée | Jeu de données complet
R? 0,933 0,932
R 0,966 0,965
MAE (kcal/mol) 1,00 0,95
RMSD (kcal/mol) 1,52 1,46

TABLEAU 3.12 — Coefficients statistiques pour caractériser I'accord entre le modele ELMAM
de combinaison linéaire des termes de dispersion et de répulsion, avec parameétres empiriques,
et la référence SAPT d’énergie de van der Waals.

Les coefficients statistiques pour comparer les modéles ELMAM avec parameétres empiriques et SAPT de I’énergie
de van der Waals, pour les systémes non-utilisés pour ’entrainement des coefficients de combinaison linéaire
(colonne « Validation croisée ») et pour ’ensemble des systémes transférés du jeu de données NENCI-2021 (colonne
« Jeu de données complet ») sont rassemblés dans ce tableau. Ces indicateurs, dont les formulations sont données
dans la section sont : le coefficient de détermination R?, le coefficient de corrélation R, Perreur absolue
moyenne MAE et la déviation quadratique moyenne RMSD. Ces indicateurs statistiques confirment la validation
croisée car accord reste identique pour les systémes qui n’ont pas servi a l'entrainement des coefficients de
combinaison linéaire que pour I’ensemble des systémes.

3.4.3 Influence de la composition du dimere

ELMAM
vdw ’

Iinfluence de la composition des dimeéres du jeu de données NENCI-2021 sur "accord ELMAM-

SAPT a été analysée en calculant le coefficient de détermination R? pour chacun des 77 diméres

Pour chercher a interpréter les erreurs du potentiel de van der Waals ELMAM,

transférés en utilisant les 45 géométries différentes associées. L’histogramme regroupant ces
résultats est présenté sur la figure [3.15

Pour la majorité des dimeres (54/77 soit 70,1% des complexes), 'accord ELMAM-SAPT
est excellent, avec des valeurs de R? supérieures & 0,90. Parmi ces systémes, la plupart (35/54)
sont dominés par des interactions de type électrostatique (type ELEC défini par [Sparrow et al.,
2021]). Les meilleures valeurs de R? sont obtenues pour les complexes suivants : acétamide -
acétamide (R? = 0,995), uracile - uracile (R? = 0,990) et acétamide - uracile (R? = 0,989).
Ces trois dimeres font partie de ceux ayant les moins bons résultats pour la contribution de
dispersion (R? = 0,913 pour acétamide - acétamide, R? = 0,927 pour uracile - uracile et
R? = 0,911 pour acétamide - uracile) mais des meilleurs pour la contribution d’échange-répulsion
(R? = 0,997 pour acétamide - acétamide, R? = 0,996 pour uracile - uracile et R? = 0,995 pour
acétamide - uracile). Par ailleurs, ces dimeres présentent des fortes valeurs d’énergie d’échange-

répulsion, ESAPT

exchrep autour de +30 kcal/mol dans la géométrie d’équilibre, par rapport a leurs

valeurs d’énergie de dispersion, avec Eg{g T

autour de -8 kcal/mol dans la géométrie d’équilibre.
Aussi, I"énergie de van der Waals de ces dimeéres présente un excellent accord avec SAPT car
elle est dominée par la contribution d’échange-répulsion pour laquelle mon modele permet une
reproduction fiable.

Pour 21 dimeéres (27,3%), ’accord est moins bon (R? compris entre 0,75 et 0,90) mais reste ac-
ceptable. En revanche, la corrélation ELMAM-SAPT est trés faible pour le dimére méthanethiol
- méthanethiol (R? = 0,359) et nulle pour le dimeére néopentane - néopentane (R? = 0, 000).
Pour le complexe méthanethiol - méthanethiol, les accords obtenus pour les contributions de
dispersion (R? = 0,943) et d’échange-répulsion (R? = 0,935) font partie des moins bonnes, ce

qui peut expliquer en partie les mauvais résultats pour le potentiel de van der Waals. Par contre,
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FI1GURE 3.15 — Influence de la composition des dimeres sur l’accord entre le modele de van der
Waals ELMAM et la référence SAPT.

Le coefficient de détermination R? entre les valeurs ELMAM et SAPT de I’énergie de van der Waals a été calculé
séparément pour chacun des 77 dimeres transférés du jeu de données NENCI-2021 en utilisant les 45 géométries
par systéme disponibles. Les résultats sont présentés sous la forme d’un histogramme montrant le nombre de
dimeéres qui appartiennent & chaque intervalle de valeurs de R%. La hauteur d’une barre de graphique représente
donc le nombre de complexes pour lesquels R? est compris entre deux valeurs séparées par pas de 0,05. La valeur
de R? est supérieure & 0,90 pour la plupart des diméres mais la corrélation avec la référence SAPT est trés faible
pour un complexe (R? = 0,359 pour méthanethiol - méthanethiol) et nulle pour un autre (R*> = 0,000 pour
néopentane - néopentane).

pour le complexe néopentane - néopentane, les résultats pour le terme de dispersion (R? = 0, 996)
sont excellents et ceux pour le terme d’échange-répulsion (R? = 0,997) sont les meilleurs parmi
les 77 dimeéres. La non-corrélation du potentiel de van der Waals avec les valeurs SAPT pour

ce dimere ne peut donc pas étre expliquée par l'erreur sur les contributions individuelles. Par

ailleurs, pour ce complexe, les valeurs d’énergie de dispersion (Egi’;f T = 3,48 kcal/mol dans
la configuration d’équilibre) et d’échange répulsion (Ees)éﬂ:ep = 42,68 kcal/mol dans la configu-

ration d’équilibre) sont trés proches en valeurs absolues et puisqu’elles sont de signes opposés,
leur somme est trés proche de zéro (ESAPT = —0,80 keal/mol) et inférieure & 1’erreur moyenne
absolue MAE = 1, 00 kcal/mol. De méme, pour le complexe méthanethiol - méthanethiol dans la
géométrie d’équilibre : EEQI?T = —3,79 kcal/mol, Ees)iﬁ_rfep = +5,50 kcal/mol et ESAPT = 41,71
kcal/mol. Aussi, lorsque les contributions de dispersion et d’échange-répulsion sont proches en
valeurs absolues (ce qui est souvent le cas pour les systémes dominés par des interactions dis-
persives, de type DISP), puisque leurs signes sont opposés alors leur somme prend une valeur
tres faible, de 'ordre de grandeur de I'erreur moyenne, ce qui a pour conséquence la perte de la

corrélation entre le modele ELMAM et la référence SAPT.

3.5 Conclusion partielle de chapitre

Dans ce chapitre, les développements réalisés pour obtenir le potentiel d’interaction total
ELMAM, basé sur les parameétres multipolaires et sur les tenseurs de polarisabilité de la librairie

ELMAM2, ont été présentés. Ce potentiel d’interaction est composé de quatre contributions :
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électrostatique, d’induction, de dispersion et d’échange-répulsion. Les termes électrostatique et
d’induction avait déja été étudiés dans de précédentes publications [Leduc et al., 2019, Vukovié
et al., 2021] contrairement aux modeles de dispersion et d’échange-répulsion sur lesquels j’ai
travaillé durant ma these. J’ai optimisé ces deux contributions de maniere individuelle et j’ai
testé leur validité grace au jeu de données de benchmarking de petites molécules organiques
NENCI-2021 [Sparrow et al., 2021].

Pour le potentiel de dispersion ELMAM, je suis partie de 'approximation de London en
introduisant les polarisabilités anisotropes de la librairie ELMAM2. En utilisant la trace du
produit des tenseurs de polarisabilités, j’ai obtenu un bon facteur de détermination R? = 0, 946
avec les valeurs SAPT du jeu de données NENCI-2021 et une erreur absolue moyenne de 0,44
kcal/mol, largement en-dessous de 'erreur chimique typique. Ces résultats ont été obtenus sans
introduire de parametre empirique, excepté un facteur d’échelle, et ne dépendent que des valeurs
d’énergie de premiere ionisation (qui peuvent étre considérées comme des constantes puisqu’elles
sont définies de maniére univoque dans la littérature), des distances interatomiques (qui sont
imposées par les structures moléculaires du jeu de données) et des polarisabilités atomiques qui
sont transférées de la librairie ELMAMZ2. Dans le but de tester la pertinence des polarisabilités
ELMAM2 pour le calcul du potentiel de dispersion, j’ai ajouté des parameétres empiriques dé-
pendant de I’espeéce chimique comme coeflicients devant ces quantités transférables. Finalement,
ces parametres restent trés proches de I'unité, ce qui valide 'utilisation de ces polarisabilités, et
le modele n’est pas significativement amélioré avec R? = 0,953 et une erreur absolue moyenne
de 0,39 kcal/mol. L’analyse de l'influence de la composition des dimeres étudiés sur les résul-
tats du potentiel de dispersion a révélé que les systemes dominés par des interactions de type
dispersif présentent de meilleures valeurs de R? que ceux dominés par des interactions électro-
statiques coulombiennes. En particulier, les moins bons résultats sont obtenus pour les dimeres
présentant des groupements acides carboxyliques impliqués dans une liaison hydrogene. Une
perspective d’amélioration du potentiel de dispersion ELMAM est 'utilisation d’un modeéle plus
élaboré tel que le modele de Slater-Kirkwood qui fait intervenir la notion de nombre d’électrons
effectif d’un atome, qu’il serait possible d’estimer a partir du parametre de population de valence

du modele multipolaire.

Pour le potentiel d’échange-répulsion ELMAM, j’ai basé mes développements sur le modele
de recouvrement des densités électroniques qui a 'avantage d’étre lié a 'interprétation physique
du phénomeéne de répulsion en termes de perte d’écrantage noyau-noyau due a la déplétion de
densité électronique dans la région de recouvrement. Pour calculer ce recouvrement, j’ai testé
plusieurs méthodes d’intégration du produit des densités électroniques, ces dernieres étant re-
construites par transfert des parametres multipolaires de la librairie ELMAM2. L’intégration
dans un volume cylindrique semble bruitée car elle tient compte de densités qui sont & 1’évidence
moins représentatives du recouvrement. Par contre, 'intégration le long de I’axe internucléaire
fournit de trés bons résultats, R? = 0,957 et une erreur absolue de 1,10 kcal/mol, & condition
de choisir la bonne longueur de coupure de l'intervalle d’intégration. Ce modele ne repose sur
aucun parametre empirique, excepté un facteur d’échelle nécessaire pour prendre en compte
la différence de dimension entre 1’énergie et le recouvrement des densités. La sommation du

produit des densités sur les points critiques de liaisons non-covalentes a également été étudiée
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mais semble manquer une partie de l'information. Par ailleurs, I'introduction dans le modele
d’un facteur dépendant de la distance interatomique, qui avait été bénéfique dans de précé-
dentes études [Soderhjelm et al., 2006, Misquitta et Stone, 2016} Rackers et Ponder, 2019|, n’a
pas permis d’améliorer davantage les excellents résultats de la méthode d’intégration axiale.
Dans le but de tester la validité des densités électroniques reconstruites a partir des parametres
ELMAM?2, des parametres empiriques dépendant de ’espéce chimique ont été ajoutés comme
coefficients devant les densités dans ’expression du recouvrement. Ces parametres restent tres
proche de I'unité comme attendu au vu des résultats de la partie électrostatique, et améliorent
significativement les résultats avec R? = 0,969 et une erreur absolue moyenne de 0,89 kcal /mol,
qui est maintenant inférieure a la précision chimique attendue. L’analyse de I'influence de la
composition des dimeres étudiés sur les résultats du modele n’a pas permis de révéler de dépen-
dance particuliere. La qualité du potentiel d’échange-répulsion semble essentiellement dépendre
de la méthode d’intégration choisie pour obtenir le recouvrement des densités. Une perspective

d’amélioration possible est donc une optimisation de la paramétration de cette intégrale.

Le potentiel de van der Waals ELMAM est défini comme la somme des potentiels de dis-
persion et d’échange-répulsion ELMAM. En prenant les modeéles sans parametre empirique de
ces deux termes, les résultats obtenus sont corrects, R?> = 0,915 et une erreur absolue moyenne
de 1,21 kcal/mol, mais pas aussi bons que pour les contributions individuelles. En considérant
les potentiels de dispersion et d’échange-répulsion avec les parametres empiriques dépendant de
'espece chimique, les résultats sont améliorés avec B2 = 0,932 et une erreur absolue moyenne
de 1,00 kcal/mol atteignant la précision chimique typique. Ces résultats restant inférieurs a
ceux des contributions prises séparément, des coefficients de combinaison linéaire de ces deux
termes ont été affinés. Ils permettent d’améliorer les résultats du modele sans parametre, avec
R? = 0,925 et une erreur absolue moyenne de 1,10 kcal /mol, mais pas ceux avec parameétres em-
piriques. L’étude de I'influence de la composition des dimeéres sur le potentiel de van der Waals
a permis de mettre en évidence d’excellents résultats pour les systemes dominés par des inter-
actions électrostatiques coulombiennes pour lesquels, la contribution d’échange-répulsion étant
majoritaire, 'erreur sur ’énergie de van der Waals est similaire a celle de cette contribution. En
revanche, pour les systémes dominés par des effets dispersifs, les contributions de dispersion et
d’échange-répulsion sont semblables en valeurs absolues mais, puisque leurs signes sont opposés,
leur somme est du méme ordre de grandeur que l'erreur absolue moyenne, causant une décorré-
lation avec les valeurs d’énergie de référence. Une piste pour éviter cet effet en réduisant ’erreur

serait d’entrainer le modele de van der Waals directement contre les valeurs EgdAV},) T

, plutét que

les contributions individuelles.

Pour le potentiel d’interaction total ELMAM, c’est-a-dire la somme des quatre contribution
électrostatique, d’induction, de dispersion et d’échange-répulsion, un effet similaire est observé.
De méme que pour les systemes dominés par des interactions dispersives, les systémes dominés
par des effets coulombiens présentent des énergies d’interaction électrostatique et d’induction
dont la somme est du méme ordre que la contribution d’échange-répulsion en valeurs absolues.
Par conséquent, le potentiel total prend de faibles valeurs, souvent proches des erreurs absolues
moyennes sur les différentes contributions, ce qui réduit considérablement la corrélation entre

les résultats du modele ELMAM et les valeurs de référence. A. Gavezzotti, qui avait proposé
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un modele semblable, a déja remarqué que « la partition de l’énergie en composantes révéle que
les énergies totales sont des sommes de larges contributions de signes opposés », et que méme
si ces modeles ne sont pas assez précis pour que I’énergie totale soit directement employée,
ils permettent d’estimer les contributions individuelles et de les comparer entre elles de fagon
a pouvoir discuter la nature des interactions dominantes dans un systeme |Gavezzotti, 2003].
C’est dans cet esprit que sont employés les calculs d’énergies d’interaction protéine-ligand qui
seront présentés dans le chapitre suivant. Notons qu’il reste cependant des pistes pour améliorer
le potentiel ELMAM, notamment en complétant le terme d’induction qui pour I'instant ne rend
compte que des effets dipolaires, et en suivant les perspectives d’amélioration des potentiels de

dispersion et d’échange-répulsion proposées ci-dessus.



Chapitre 4

Applications aux complexes

protéine-ligand

Dans le cadre de ma these, j’ai développé des méthodologies qui ont pour vocation d’étre
employées dans 1’étude des macromolécules biologiques. Le premier type de développement est
celui des descripteurs issus de l'analyse topologique du potentiel électrostatique : les points
critiques de V (r), les faisceaux primaires et les zones d’influence électrophile et nucléophile.
Ces descripteurs étant basés sur le gradient de V' (r), ils révelent par une représentation intui-
tive de la topographie des lignes de champ électrique les contributeurs principaux aux forces
électrostatiques mais aussi I’étendue spatiale et la direction de ces forces. L’interprétation de
ces descripteurs dans les complexes protéine-ligand possede un potentiel prometteur pour la
compréhension des mécanismes de reconnaissance moléculaire de nature électrostatique, lors de
I'approche d’un ligand vers la poche de fixation d’une protéine par exemple [Wade et al., 1998].
Le second travail méthodologique réalisé pendant ma these est le développement d’un modele
d’énergie d’interaction de van der Waals (dispersion et répulsion) reposant sur les quantités
transférables de la librairie ELMAMZ2. Ce modeéle complete les potentiels d’interaction ELMAM
électrostatique et d’induction déja établis [Leduc et al., 2019, Vukovié et al., 2021]. Les différentes
contributions aux interactions protéine-ligand peuvent notamment étre quantifiées grace a ces
modeles d’énergie ELMAM.

Dans ce chapitre, ces méthodologies sont appliquées a divers systémes protéiques choisis.
Tout d’abord, différentes utilisations possibles des descripteurs issus de la topologie du poten-
tiel électrostatique pour la caractérisation d’un complexe enzyme-inhibiteur sont montrées par
I’analyse d’un systéme qui a été largement étudié, la trypsine bovine en complexe avec un in-
hibiteur canonique [Wahlgren et al., 2011]. Ensuite, un exemple de apport de ces descripteurs
dans des travaux de biologie structurale est présenté dans le cadre de 1’étude de la neuropiline
en complexe avec un inhibiteur peptidique [Goudiaby et al., 2023|. Puis, 'emploi des calculs
d’énergies électrostatiques ELMAM dans les complexes protéine-ligand est illustré dans le cas
d’une glutathion transférase de cyanobactérie, dont nous avons résolu la structure en complexe
avec le ligand glutathion [Mocchetti et al., 2022]. Pour finir, une perspective d’application pro-
metteuse a un systéme dynamique des zones d’influence et des calculs d’énergies d’interaction
ELMAM est décrite sur la base du mécanisme de transport membranaire de I'ion chlorure par
’halorhodopsine [Mous et al., 2022].

113
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4.1 Intéréts de I’étude des zones d’influence : complexe Trypsine
Bovine - Inhibiteur SGPI

4.1.1 Contexte de ’étude

Dans Darticle [Mocchetti et al., 2023| (non publié au dépot de ce manuscrit), nous présen-
tons les méthodologies développées pendant ma theése pour la définition des descripteurs issus
de la topologie du potentiel électrostatique. Pour illustrer différents intéréts de ’emploi de nos
nouveaux descripteurs dans les études des complexes protéine-ligand, nous avons analysé du
point de vue des zones d’influence électrophile (ZIE) et nucléophile (ZIN) un complexe de Mi-
chaelis de la trypsine de bovin qui est une protéase a sérine dont le mécanisme catalytique est
trés connu [Hedstrom, 2002]. En particulier, nous avons choisi le complexe de la trypsine avec
I'inhibiteur SGPI-1-PO-2 qui est un inhibiteur peptidique canonique [Wahlgren et al., 2011].

Les protéases sont des enzymes impliquées dans le clivage de liaisons peptidiques [Hedstrom,
2002|. Les protéases a sérine se distinguent par la présence dans leur site actif d’une triade
catalytique : sérine (Ser195) — histidine (His57) — aspartate (Aspl02)[f] Le réseau de liaisons
hydrogene entre ces trois résidus serait a l'origine de l'activation de la sérine catalytique Ser195
attaquant la liaison peptidique du substrat a cliver. Cette attaque nucléophile est suivie de deux
réactions, ’acylation et la dé-acylation, faisant intervenir plusieurs intermédiaires tétraédriques
[Liu et al., 2006, Radisky et al., 2006]. Ces intermédiaires portent une charge négative stabilisée
dans le trou oxyanion formé par les influences électrophiles des protons amides des résidus Gly193
et Ser195 [Ménard et Storer, 1992]. Les trypsines sont des protéases a sérine produites sous forme
inactive par le pancréas et impliquées dans les processus de digestion [Hirota et al., 2006]. Elles
clivent spécifiquement les acides aminés portant une charge positive (lysine ou arginine) dont
la spécificité est attribuée a la charge négative du résidu Aspl89 situé au fond de la poche
de fixation |Graf et al., 1987|. Les complexes de la trypsine avec des inhibiteurs canoniques
permettent de mimer la structure du complexe de Michaelis |Ascenzi et al., 2003, Krowarsch
et al., 2003].

Pour appliquer nos descripteurs, nous avons choisi la structure de la trypsine bovine en
complexe avec un inhibiteur canonique de [Wahlgren et al., 2011] (code PDB 2XTT), résolue
par diffraction des rayons X a résolution atomique (0,93A), car les états de protonation des
résidus catalytiques sont discutés. En effet, dans le modele de [Wahlgren et al., 2011|, le résidu
catalytique Asp102 est neutre (groupement COOH), contrairement & d’autres travaux ou Asp102
apparait avec une charge négative (forme COO™) |[Schmidt et al., 2003, Kawamura et al., 2011,
Liebschner et al., 2013,[Schiebel et al., 2018]. L’inhibiteur est un peptide mutant de 35 acides
aminés appelé SGPI-1-PO-2 qui a été obtenu par évolution dirigée de I'inhibiteur sauvage SGTI
(S. Gregaria Trypsin Inhibitor).

4.1.2 Caractérisation de la trypsine du point de vue des zones d’influence

Une premiére analyse des énergies d’interaction électrostatique entre les résidus de I'enzyme

et ceux de l'inhibiteur a permis d’identifier les principales interactions stabilisant le complexe et

1. La numérotation des résidus utilisée ici suit la numérotation basée sur la séquence de la chymotrypsine qui
est communément employée pour toutes les protéases a sérine |Greer, 1981].
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d’orienter le choix des zones d’influence étudiées par la suite. La description des zones d’influence
associées aux atomes (ou groupements d’atomes) de la trypsine a mis en évidence plusieurs
utilisations possibles de ces descripteurs pour I’étude des complexes protéiques. En effet, les
résidus impliqués dans la fixation du substrat sont révélés par la directionnalité de leurs zones
d’influence, méme lorsque ceux-ci ne sont pas caractérisés par des analyses classiques de la
structure atomique. Par exemple, la partition de ’espace de la poche de fixation du substrat
dans la trypsine en ZIN a mis en évidence le réle majeur de I’Aspl89 vers lequel les lignes
de champ électrique convergent a l'intérieur de la cavité. Ces lignes de champ émanent d’une
multitude de sites électrophiles localisés sur les atomes d’hydrogene de résidus répartis autour
du site actif et participent donc également aux forces fixant le substrat bien que ceux-ci n’avaient

pas été mentionnés dans des travaux précédents.

De méme, les contributeurs aux forces électrostatiques participant au guidage de ’approche
du substrat a travers le solvant peuvent étre identifiés aisément car ceux-ci présentent des zones
d’influence qui s’étendent au-dela de la surface de la protéine. Dans le cas de la trypsine, nous
avons ainsi mis en évidence les roles d’attracteur de groupements nucléophiles du proton amide
du résidu Gly193 stabilisant le trou oxyanion et du groupement amine de la Lys224 fixant le
résidu Asp22I de l'inhibiteur.

De plus, I'identification de ces résidus peut étre utilisée pour prédire des interactions enzyme-
substrat et suggérer des mutations pouvant améliorer l'affinité de leur complexe. Notamment,
pour la trypsine en complexe avec l'inhibiteur muté de [Wahlgren et al., 2011], la ZIE du grou-
pement amine de la Lys224 montre que les lignes de champ, qui s’étendaient vers le solvant
dans la protéine apo, sont concentrées vers le résidu 22 de l'inhibiteur ayant subi la mutation
T22D. Cette mutation du résidu de l'inhibiteur pour lui attribuer une charge négative aurait
donc pu étre suggérée a partir de la visualisation de cette ZIE dans la structure apo. En effet,
son extension au-dela de la surface de la protéine traduit la capacité de la Lys224 a attirer vers

elle un groupement nucléophile et a le fixer.

Par ailleurs, la représentation des zones d’influence peut étre utilisée pour discuter les mé-
canismes enzymatiques lorsque ceux-ci sont dominés par des effets électrostatiques. Les ZIE des
protons amide de Gly193 et Ser195 ont permis de proposer que la stabilisation du trou oxyanion
serait assurée essentiellement par Gly193. L’influence de I’état de protonation du résidu cataly-
tique Aspl102 sur son interaction avec Hisb7 a également pu étre discutée par comparaison de la
ZIN du groupement carboxyle dans le cas ou celui-ci est sous forme non-protonée (COO™) par
rapport au cas protoné (COOH). En effet, ces ZIN montrent que, dans la forme COO~, Asp102
est I'unique contributeur électrostatique & interagir avec ’atome Hd1 de I'histidine catalytique,
jouant donc un réle important dans le mécanisme d’activation de Ser195, ce qui est cohérent
avec les résultats de mutagénese dirigée qui ont montré le caractére essentiel de Asp102 pour
lactivité enzymatique |[Sprang et al., 1987]. En revanche, dans la forme COOH, I'influence de
Aspl102 semble écrantée et His57-Hd1 interagit avec plusieurs partenaires, dont Ser214, Val213
et Tyr94, bien que par exemple la Ser214 ne soit pas nécessaire pour la catalyse [McGrath et al.,
1992, Epstein et Abeles, 1992].



116 CHAPITRE 4. APPLICATIONS AUX COMPLEXES PROTEINE-LIGAND

4.1.3 Draft de l’article décrivant les descripteurs issus de la topologie du
potentiel électrostatique et leur application a la trypsine
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Graphical descriptors of protein electrostatics based on the topology
of the molecular electrostatic potential.

Eva Mocchetti, Claude Didierjean and Benoit Guillot.

Abstract

A new paradigm for representing and interpreting electrostatic properties in protein structures is
proposed, based on the topology of the molecular electrostatic potential. This approach allows for the
partitioning of molecular space into Electrophilic or Nucleophilic Influence Zones, which are volumes
encompassing all electric field lines associated with electrophilic or nucleophilic sites. Visualizing these
influence zones offers intuitive graphical descriptors that illustrate the spatial extent of electrostatic
forces and pinpoint, at an atomic level, the contributions of nucleophilic and electrophilic sites to the
electrostatic environment found in and around protein structures.

This article presents the development of these novel electrostatic descriptors and their integration
into the MoProViewer software. An application example is provided, featuring a bovine Trypsin
complexed with a modified peptide inhibitor. The electrostatic influence zone perspective is utilized
to discuss molecular recognition, electrostatic steering, and enzymatic mechanisms.

Introduction

Visual examination by a researcher of the structure of a biological macromolecule using the graphical
representation of its 3D model is essential in structural biology [1]. Even in the era of powerful artificial
intelligences, the “Human brain aided” interpretation of protein crystal structures provides valuable
clues regarding structure-function relationships [2].

The representation of protein structures using computer graphics can be augmented by visual
descriptors of physical properties, which are relevant to the understanding of important phenomena
like ligand binding or enzymatic mechanisms. For instance, when studying a protein-ligand complex,
interactions between a drug and its target can be visualized at the atomic level through graphical
descriptors indicating the nature of the interactions. At much lower resolution, graphical
representations using ribbons and arrows denoting a-helices and B-strands respectively, enable to
visually apprehend the relative orientations of secondary structure elements. Voids within protein
structures are better visualized as 3D volumes, offering direct insights into their shape, their extent
and therefore their possible role in the macromolecule function [3]. As exemplified here, graphical
descriptors can take many forms to convey information. From them, a specialist can gain intuitive
understanding and appreciation of molecular properties, allowing to solve problems, to formulate
hypothesis or simply to spark ideas.

It is well known that electrostatic properties play crucial roles in most biomolecular processes [4].
Among electrostatic properties, the most subjected to graphical representation and to visual
interpretation is, by far, the molecular electrostatic potential V(7). In structural biology (and related
fields), the molecular electrostatic potential is usually represented as projected on a molecular surface,
either solvent accessible/exclusion surface or electron density iso-surface. Adequate colour-mapping
techniques allows to highlight the location of electropositive and electronegative patches on the
molecular surface. V(r) can be computed for instance from point charges distributions as defined in
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molecular mechanics force fields [5], using Poisson Boltzmann equation solvers [6] (Figure 1a), or using
electron density [7,8] (Figure 1b) or localized orbitals parameters [9,10] transferred from available
databases. This surface representation is usually interpreted from an electrostatic complementarity
perspective. For instance, the inner surface of a protein binding pocket can be colour-mapped by
values of the protein electrostatic potential, allowing to visually appreciate its propensity to
accommodate negatively or positively charged groups of a putative ligand. Therefore most, if not all,
molecule viewer software used in the structural or molecular biology field feature the possibility to
compute a protein surface, then to colour it by values of the protein electrostatic potential (for
instance Pymol [11], VMD [12] or Chimera [13]). However, even if indeed popular and intuitive, this
representation of electrostatic potential limits it extends to a molecular surface, a bi-dimensional
object even though V(1) is by essence a tree-dimensional property. A lot of insights that V (r) could
provide are therefore hidden by limiting its representation to a qualitative surface projection.

(a) (b)

Figure 1: Examples of molecular surfaces coloured by values of molecular electrostatic potentials

for the SGPI-1-PO-2 modified trypsin inhibitor as extracted from the 2XTT PDB structure.

(a) Solvent accessible surface colored by V(r) values calculated by solving the Poisson-Boltzmann equation
using the APBS plugin [16] of the PyMol software [11]. Computation was performed at 310K, using 150 mM
solvent concentration for positive (+1) and negative (-1) ions. Dielectric constant values of 2.0 and 78.0 were
used for protein and solvent regions, respectively. Color ranges vary from -3.0 (red) to +3.0 (blue) units of
kT/e. This image was rendered in PyMol, using default settings.

(b) Electron density iso-surface (103 e.A?) coloured by V () computed in vacuo with the Charger module [14]
of the MoProViewer software [15], using a multipolar electron density model transferred from the ELMAMII
database [7]. Color ranges vary from -0.5 (red) to +0.5 (blue) e.AX. Image was produced with MoProViewer
without specular reflections.

The molecular electrostatic potential is indeed a 3D scalar field displaying a rich topology [17]. This
topology should, using adequate graphical descriptors, convey more information than the usual
surface projection. It is known that the topology of a scalar field provides abstract descriptive features
which allows to simplify its representation and to make more intuitive its interpretation [18,19]. For
instance, in Quantum Crystallography (a scientific field at the fringe between ultrahigh-resolution
crystallography and quantum chemistry [20,21]), molecular properties and intermolecular interactions
are often studied through the topology of another 3D scalar field: the molecular electron density p(r).
The topological analysis of p(1) benefits of a mature theoretical frame and is rigorously defined in the
Quantum Theory of Atoms In Molecules (QTAIM) [22]. Briefly, it relies on the partition of the molecular
space into atomic volumes, called atomic basins, limited by surfaces of zero-flux of the electron density
gradient Vp(r). This approach is similar to the determination of Morse-Smale complexes in differential
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topology [23], used to provide compact and simplified representation of large scientific datasets [24].
In the case of p(r), this leads to a complete partition of the molecular electron density, allowing to
define molecular properties as additive atomic contributions. Electron density topology also relies on
the location of Critical Points (CPs), points in the molecular space where Vp(r) = 0. At critical point
positions, p(r) local curvatures (characterized by eigenvalues of the p(r) Hessian matrix) present
features allowing to define four types of critical points in R3. They can be found on local p(r) maxima
(nuclei positions), on local minima (in molecular cages), in atomic rings and, most importantly,
between interacting atoms, whether they are covalently bonded, or not. These latter so-called bond
critical points, characterized by a positive curvature in the inter-nuclei directions, and two
perpendicular negatives ones, are usually represented with their bond paths i.e., ridges of maximum
electron density values passing through saddle critical points and joining atomic nuclei (Fig. 2a). The
presence of such CP at = 1, indicates an interatomic interaction and the values of p(r,) and
Vzp(rcp) (the Laplacian of p(r)) inform on the nature and the strength of the interaction, notably in
case of hydrogen bonds [25]. Non-Covalent Interactions (NCI) analysis is another method based on
p(r) and its topology, which is nowadays commonly used in Quantum Crystallography [26]. It relies
on the computation of the Reduced Density Gradient s(r), a functional of p(r) and VZp(r).
Isosurfaces of s(r), once colored by a quantity related to the local curvature of p(r), enable real-space
visualization of both attractive and repulsive interactions [27] (Fig. 2b). Topological features of p(r)
can therefore provide graphical descriptors of interatomic interactions in protein structures.

(a) (b)

Figure 2: Graphical descriptors based on p(r) topological features highlighting interatomic
interactions between Arg29 of SGPI-1-PO-2 modified trypsin inhibitor (displayed in yellow) and
the bovine trypsin (PDB code 2XTT).

(a) Interatomic interactions are highlighted by their corresponding electron density critical points and bond
paths. Critical points indicating hydrogen bonds are represented as green spheres and van der Waals H--N
interactions as purple spheres. The van der Waals contact between Ser190 Oy and a nitrogen atom of Arg29
guanidinium group is shown as blue cube.

(b) Isosurfaces of the Reduced Density Gradient (s = 0.5) coloured by the value of the total molecular electron
density as preconized in the NCI analysis approach [27]. Hydrogen bonds and strong interactions appear in
green, while regions of favourable van der Waals contacts are shown in purple.

These descriptors were computed and displayed with the MoProViewer software, using a multipolar electron
density model transferred from the ELMAMII database [7].
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In the case of V (1), there is no such elaborated theory as the QTAIM. Yet, several authors defined and
discussed key concepts of its topology [17,28,29]. As for p(r), the topology of V(r) relies on the
determination of critical points positions and of zero-flux basins of its gradient vectors VV(r).
However, unlike in p(1) topology, V () gradient has an immediate physical meaning as it is related to
the electric field E (1) through the relationship E(r) = —VV(r). In other words, the topology of V(1)
is a mean to rationalize the topography of electric field lines emerging from a molecular charge
distribution. While the topology of the molecular electrostatic potential has already been used to study
properties of small molecules [30—-33], it is not yet the case for macromolecular systems. Surprisingly,
even though E(r) is a fundamental, measurable quantity [34,35], the use of electric field lines as
graphical descriptors of molecular electrostatic properties appears rarely in the structural biology
literature. Few recent examples can be found [36—-38] where E(r) is represented as field lines and at
low resolution i.e., around whole protein structures. They are in these studies interpreted on the basis
of their local density, qualitatively indicating the strength of the electric field.

However, analysis of E(r) distribution through the topology of V(1) can convey more information. In
fact, according to fundamental electrostatics, electric field lines either connect electronegative and
electropositive sites or emanate from or converge towards infinity. Therefore, E(r) manifests as
bundles of field lines either connecting electrophilic (positively charged) and nucleophilic (negatively
charged) critical points, or extending towards the solvent region. As a result, in the case of a protein
binding pocket for instance, the relative positions of both nucleophilic and electrophilic sites play a
role in establishing the particular electric field lines distribution representing directions and
magnitudes of electrostatic forces and polarization effects a bound ligand would experience.

Given the abundance of charged sites within macromolecular structures, the distribution of electric
field lines therein becomes inherently complex. In order to simplify E(r) representation and to allow
its intuitive interpretation, we propose in this article new graphical descriptors issued from the
topology of V (1), the property from which E(r) derives. These descriptors are based on the notion of
Electrophilic and Nucleophilic Influence Zones [29], which are regions of space that contain all electric
fields lines converging, or emanating from a given electrophilic or nucleophilic site, respectively. The
representation of the corresponding volumes, within a protein structure, allows to display the spatial
extend of the electrostatic influence of a given charged group, but also indicates which complementary
sites (in terms of electrophilic or nucleophilic character) are required to properly shape these volumes.
Therefore, this descriptor allows visual insights related to the structure-property relationship, where
the structure is represented by the 3D distribution of electrophilic and nucleophilic sites, and the
property refers to the electrostatic environment this distribution creates in terms of electrostatic
forces.

This approach has been implemented in the MoProViewer software [15], the molecule and molecular
properties viewer included in the MoProSuite program package [39,40]. In MoProViewer, a user-
friendly tool allows the user to select a chemical group (for instance within a residue side chain) and
to compute either its electrophilic or nucleophilic influence zones, displayed as 3D volumes
superimposed to the structure of the protein in exam.

Next in this article, we will provide a brief description of some key aspects of V(1) topology from which
we will outline in more details the concept of Nucleophilic and Electrophilic Influence Zones, their
corresponding graphical descriptors and their practical implementation in the MoProViewer software.
In the final section, we will demonstrate a practical application to a model system, the bovine trypsin
structure bound to a modified high affinity peptide inhibitor [41]. We will discuss protein-ligand
recognition and some aspects of the enzymatic mechanism, focusing on the insights provided by
electrostatic potential topology descriptors.
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Descriptors from the molecular electrostatic potential topology
Electrostatic potential critical points

The critical points of the electrostatic potential V (1), located at r = Tp, are defined as VV(GC) =
—E(rcp) = 0. As in p(r) topology, four types of critical points are defined and classified according to
their rank ® (the number of non-zero eigenvalues in the V(r) Hessian matrix) and signature o
(algebraic sum of signs of V(1) Hessian matrix eigenvalues). Critical points are usually denoted using
(o, o) symbols, where » = 3 in R®and ¢ depends on the signs of the local curvatures. In molecular
electrostatic potential can be found the (3, —3) local maxima, the (3, +3) local minima and the (3, —1)
and (3, +1) saddle critical points.

The (3, —3) critical points correspond to local V(r) maxima and are, in a molecular charge density,
necessarily localized at nuclei positions'. The (3,43) CPs are local minima of V(7). Their nature
depends on the charge distribution model used to compute V(7). Using point charges, (3, +3) critical
points will be found on atomic nuclei bearing negative partial charges. In a more physically grounded
charge distribution, e.g., obtained from ab-initio computations or reconstructed using transferable
electron density parameters, (3, +3) CPs will arise from local concentrations of electronic charge such
as on electron lone pairs [43,44]. Therefore, the local maxima and minima, highlighted by their
associated (3, —3) and (3, +3) critical points, correspond to the electrophilic and nucleophilic sites in
V(r), respectively.

The (3,+1) and (3,—1) saddle critical points are located in p(r) topology in atomic rings, and on
interatomic bonds, respectively. Similar CPs appear in V (1), but others saddle points can be found at
the border of topological basins, owing to the complexity of V(r) topology [28,45,46]. Their
significance and interpretation have been discussed. For instance, V(r) curvatures on (3, +1) critical
points found in hydrocarbon molecules have been related to their degree of aromaticity [33]. It was
also proposed that the saddle critical points found at the border of electrostatic potential basins could
indicate preferred reaction paths in nucleophilic or electrophilic attack for (3,—1) and (3,+1) CPs
respectively [29], as they correspond to V(r) local extrema on basins surfaces.

Electric field lines and primary bundles

The gradient of the electrostatic potential V(r) corresponds to the electric field E(r) = —VV(r). In
a neutral system, all electric field lines start on a (3, —3) local maximum and end on a (3, +3) local
minimum. Electric field lines with a common pair of local maximum and minimum form a bundle
surrounded by Sy, a surface of VV (r) zero-flux, defined by E(r) -n(r) = 0,vr € Sy, withn(r), the
normal vector to Sy. This bundle has a finite volume and is named a closed primary bundle.
Interestingly, given this zero-flux condition, the Gauss theorem in classical electrostatics implies that
the total charge included in volumes delimited by S}, should be null. Moreover, using the relationship

Egerf = %eo [|E|?>dV where the integral is taken over the volume bounded by Sy, one can determine

the contribution of the corresponding primary bundle to the total self-electrostatic energy E g of the
charge distribution from which V() was derived. If the system bears a non-zero global charge, some

! As pointed out by Gadre and Pathak [42], the existence of (3, —3) critical points is actually not possible in a
molecular electrostatic potential map. Local maxima are explicitly prohibited since they would result in negative
values of p(r), according to the Poisson equation. Maxima associated to atomic nuclei (or positively charged
point charges) correspond to points in space where V(r) diverges and are therefore undefined. Nevertheless,
(3,—3) CPs can still be found numerically in a discretized V (r) scalar field, which is the context referred to in
this study.
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electric field lines will flee to infinity and extend their electrostatic influence through the
intermolecular space so that they could drive the approach of a charged group [31]. A bundle formed
by this type of electric field lines extends in infinite volumes and is named open primary bundle. The
primary bundles are the topological basins of the electrostatic potential and, unlike the atomic basins
in p(r) which are associated to a unique atom, they are related to a unique pair of electrophilic and
nucleophilic sites.

Electrophilic and nucleophilic influence zones

The union of primary bundles associated to a unique electrophilic site or to a unique nucleophilic site
defines the electrostatic influence zone of this electrophilic or nucleophilic site [29]. Therefore, an
Electrophilic Influence Zone (EIZ) contains all the electric field lines emerging from its associated
electrophilic site. A probe charge g located inside an EIZ will be attracted toward the electrophilic site
if g < 0 or repelled away from it if g > 0. Similarly, a Nucleophilic Influence Zone (NIZ) contains all the
electric field lines converging toward its associated nucleophilic site. A probe charge g inside a NIZ will
be attracted toward (if g > 0) or repelled away from (if g < 0) the nucleophilic site. In case of a neutral
charge distribution, any point in the molecular space where reign a given electric field (i.e., E(r) vector
at this point location) can be seen as simultaneously under the influence of the nucleophilic and
electrophilic sites which are connected by the corresponding electric field line. In non-neutral charge
distributions, points in the molecular space can be located in open primary bundles i.e., under the
influence of a single nucleophilic, or electrophilic site. In any case, the molecular space can therefore
be concomitantly partitioned into EIZ and into NIZ.

Here, we propose the simplification of EIZ and NIZ concepts though the determination and the
representation of the bounding surface encompassing the union of their contributing closed and open
(if any) primary bundles. This representation has the advantage of overcoming the complex
distribution of electric field lines (as found notably in protein structures), revealing the extend and the
shape of the region of space globally under the electrostatic influence of the chosen electrophilic or
nucleophilic site. Moreover, considering all sites belonging to a given chemical group, the union of
their NIZ (or EIZ) would define the corresponding influence zone of the complete chemical group. This
is particularly relevant in the studies of macromolecular structures as this allows the representation of
electrostatic influence zones associated to, for instance, residues side chains.

Implementation in MoProViewer

In MoProViewer, surfaces delimiting electrostatic influence zones are computed numerically, on the
basis of V(r) critical points located in a preloaded 3D scalar field of molecular electrostatic potential.
More details of these developments are given in Supplementary Materials. As both electrophilic and
nucleophilic sites can be associated to atoms (either to atom nuclei or to electron lone pairs), in
MoProViewer it is sufficient to select atom(s) of interest and prompt for the computation of their NIZ
or EIZ. Once completed, their corresponding graphical descriptors are represented as triangulated
surfaces delimiting their volumes. Their appearance can be configured in terms of colors, transparency
level and representation mode as lines, points or filled surfaces. Subdivision, simplification and
smoothing algorithms of the resulting triangle meshes are also proposed in MoProViewer, allowing to
improve the surfaces aesthetics. If needed, the triangle meshes representing EIZ or NIZ can be
exported in the .OFF file format, which can be read by any computer graphics rendering software.

In the following section, to demonstrate the interest of these electrostatic descriptors, we will present
an application to the study of a well-known system: a bovine trypsin structure in complex with an
inhibitor. We have chosen to use an electrostatic potential computed from a transferred multipolar
molecular electron density [7], known to allow the calculation of molecular electrostatic potential of
ab initio quality [47].
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Application to the crystal structure of a Bovine Trypsin Michaelis complex.

Introduction to serine proteases

Serine proteases are ubiquitous enzymes with a widely recognized catalytic mechanism that is
documented in all textbooks of structural enzymology, despite the fact that the mechanism has not
been completely elucidated to date. They serve as an excellent model for showcasing the potential of
our electrostatic descriptors in interpreting both catalytic mechanisms and enzyme-substrate
interactions. Serine proteases hold a catalytic triad in their active site: serine (Ser195) — histidine
(His57) — aspartate (Asp102). His57, in interaction with Asp102, activates Ser195, enabling it to attack
the peptide cleavage site. The nucleophilic attack is followed by an acylation step and a deacylation
step, allowing the enzyme to return to its initial state. These reactions involve tetrahedral
intermediates [48] that feature an oxyanion stabilized by the amide protons of Gly193 and Ser195 [49].

To illustrate the use of our electrostatic potential topology descriptors, we have chosen an extensively
studied serine protease: bovine trypsin. Among the numerous structures of this enzyme in the PDB,
we have selected an atomic resolution crystal structure and a mimic of an intermediate state, i.e., the
transient complex formed when the enzyme binds the substrate before the reaction (Michaelis
complex). The complex of bovine trypsin with SGTI-1-PO-2 inhibitor (Figure 3) proved to be a suitable
choice (0.93 A resolution, PDB entry 2XTT) [41]. The SGTI-1-PO-2 inhibitor was obtained through
directed evolution from the wild-type SGTI peptide inhibitor (S. gregaria trypsin inhibitor 1) [41]. The
five mutations (T5E, N18R, T20G, P21S and T22D) enabled to significantly improve the inhibitory
constant, from the micromolar to the picomolar range. Based on the high resolution of the electron
density, the authors proposed a non-charged state for the residues of the catalytic triad in the
Michaelis complex. In this model, carbonyl 052 of Asp102 residue is hydrogen bonded to the proton
of His57-Nd1 and His57-No2 is hydrogen bonded to the proton of Ser195-Oy. We have revisited the
electrostatic influence of the Asp102 side chain on His57 as well as the influence of the amide protons
of Gly193 and Ser195 on the stabilization of the oxyanion hole. Additionally, we investigated the
interaction between the inhibitor and the enzyme using our original descriptors. The trypsin - SGTI-1-
PO-2 inhibitor model has been prepared from the 2XTT PDB structure following the procedure
described in Supplementary Materials.
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Figure 3: Structure of the Bovine Trypsin — SGPI-2-PO-1 inhibitor complex.

The trypsin protein and the SGPI-2-PO-1 inhibitor structures are represented as purple and lime cartoons,
respectively. Side chains of mutated residues in SGPI-2-PO-1 are shown in magenta. Arg29I1 SGPI side chain, which
is deeply buried in the enzyme structure, is represented in green. This image was generated in PyMol [11]

Enzyme-inhibitor electrostatic interaction energies

In the structure of Wahlgren et al. [41], the trypsin is complexed with a canonical peptide inhibitor
obtained by directed evolution on the wild type SGTI inhibitor. Through the five mutations (T5E, N18R,
T20G, P21S and T22D), two negative charges and one positive charge have been added to the inhibitor.
These charges are able to form strong hydrogen bonds with the trypsin and thus improve the inhibitory
constant. To quickly analyse the enzyme-peptide interactions, an efficient method is to compute the
electrostatic interaction energies between the enzyme residues and the peptide residues to identify
the most favourable (and unfavourable) contacts.

Electrostatic interaction energies were computed in the trypsin — inhibitor complex by accounting for
each residue-residue contribution, on the basis of the transferred multipolar p(r) model. The most
significant interactions are summarized Figure 4 as an interaction matrix. Two main favourable
contacts appear clearly. First, the interaction between trypsin Asp189 residue and inhibitor Arg29I
residue is characterized by an electrostatic energy of -31.2 kcal/mol. This contact corresponds to the
binding of the Arg29l residue, which precedes the scissile peptide bond, in the cleavage site. Secondly,
the trypsin Lys224 residue and inhibitor Asp22l residue present an electrostatic interaction energy of
-27.0 kcal/mol. This interaction is particularly interesting to study because the inhibitor 22" residue
acquired a negative charge through the T22D mutation. From an electrostatic interaction energy
perspective, other residues which were mutated to produce the high affinity SGPI-2-PO-1 inhibitor do
not seem to contribute significantly to the stability of complex (Figure 4), which appear to largely
depends on the two main anchor points that are Asp189 —Arg29l and Lys224 —Asp22| contacts.
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291 Figure 4: electrostatic interaction map between protein and inhibitor residues.

292 Electrostatic interaction energies (Eerec, kcal/mol) between BT and BTl residues are represented as an interaction
293 matrix. Only residues whose total contribution satisfy |Eeec| > 1 kcal/mol are kept. Remaining residues in the
294 protein and the inhibitor sequences are shown vertically and horizontally, respectively. Mutated residues in SGPI-
295 2-PO-1 are highlighted in yellow. Vertical and horizontal bar graphs represent total Eeec values for a given residue
296 in the protein and the inhibitor sequences, respectively. Overall, favorable (Eeec < 0) electrostatic energy
297 contributions are displayed in shades of green, while unfavorable (Eeiec > 0) are shown in red.
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Molecular recognition from the influence zone descriptor perspective

Specificity of the trypsin binding pocket

Trypsin is specific for the hydrolysis of peptide bonds where the carbonyl group belongs to either a
lysine or an arginine residue. The substrate-binding pocket encompasses segments 189-192, 214-220,
and 224-228. The substrate specificity is attributed to the presence of a nucleophilic pocket formed by
the negative charge of Asp189, along with the carbonyl groups of Gly216 and Gly226 [50-52]. From an
energetic standpoint, Asp189 is the primary contributor to the inhibitor binding, while Gly216 has a
significant impact, and Gly226 is negligible (Figure 4). We have computed the nucleophilic influence
zones (NIZs) associated to the carbonyl oxygen atoms of Gly216 and Gly226, and 031 and 032 atoms
of Asp189. A NIZ contains the electric field lines generated by the whole protein but specifically
converging onto the nucleophilic site belonging to the associated atom. Thus, an electrophilic group
within this volume would experience attractive electrostatic forces directed towards this atom.

The NIZ of the Asp189-062 atom, represented by the red surface in Figure 5, encompasses the position
that the side chain of the substrate arginine residue preceding the scissile peptide bond is supposed
to take. The electrostatic influence of this specific atom thus appears as the main nucleophilic
contribution stabilizing the positive charge of Arg291 guanidinium group. The NIZ of the Gly216-0 atom
fills a volume of 88 A3 outside the protein surface, including the positions of the inhibitor backbone for
Cys27I1 and Thr28I residues so that the electric field lines contained in this NIZ may be important for
substrate binding but not for the enzymatic specificity. The Gly226-O and Asp189-061 NIZs cover
volumes of 40 and 132 A3 respectively, which are buried inside the protein and do not include the
substrate position.

Furthermore, the Asp189-082 NIZ extends over a large volume of 121 A2 in the binding pocket and
points to many electropositive atoms of the active sites. These electrophilic sites are marked with blue
spheres in the Figure 5 and are mainly protons of the segments of the active site (189-192, 214-220,
and 224-228). Asp189 has therefore a strong influence on the whole active site, and it is not surprising
that its mutation to alanine or asparagine leads to a loss of activity [53]. Our analysis also agrees with
the recent findings on the catalytic mechanism of thrombin, a trypsin-like enzyme [54]. This study
indicates that the charges of Asp102 and Asp189 are crucial for the efficiency of the active site. Trypsin-
like enzymes are believed to exist in both closed and open forms at equilibrium. When the charges of
Aspl102 and Aspl189 are removed, the equilibrium shifts towards the closed form, resulting in a
displacement of the 215-217 segment and impeding substrate entry. These new insights were
considered as “new paradigm for the control of the equilibrium of the open and closed forms in the
trypsin fold” [54].

The last but not least is the volume of the Asp189-082 NIZ that extends to the entry of the substrate
binding-pocket. This indicate that the approach of the positive charge of the substrate into the binding
pocket can be driven by the electrostatic forces oriented toward Asp189-0052. The electrophilic sites
surrounding the active site and the Asp189-082 nucleophilic site could maintain the positive charge of
the substrate in the bottom of the binding pocket.

10
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Figure 5: Nucleophilic influence zone associated to the 062 atom of the trypsin Asp189 residue.

The nucleophilic influence zone (red surface) associated to the nucleophilic site (red sphere) corresponding to
one electron lone pair of the Asp189-052 atom has been computed from the electrostatic potential generated
by the contributors of the whole apo protein (excluding the contribution of the inhibitor, represented in green).
This NIZ extends over a large volume (121 A3), thanks to the presence of numerous electrophilic sites (blue
spheres) surrounding the binding pocket. These electrophilic sites are located on the main chains of Gly184A,
Tyrl84, Cys191, Gly216, Ser217, Cys220, Ala221A, GIn221, Pro225 and Gly226 residues, and the side chains of
Vall7, Asp189, Ser190, GIn192, Asp194, and Val213 residues.

Trypsin — inhibitor electrostatic complementary

To study the Lys224 —Asp22l interaction, which presents the second strongest electrostatic interaction
energy, from the electrostatic influence zone perspective, we have computed the EIZ associated to the
electrophilic sites of Lys224 amine group (see Figure 6). In the case where only the contributors of the
apo protein have been accounted for the electrostatic potential calculation (Figure 6.a), this EZI
contains electric field lines emerging from the Lys224 amine group which extend outside the protein
surface to the solvent. The visualization of this electric field lines enables to predict that a nucleophilic
group (such as a negatively charged residue) can be driven from the solvent to this amine group by the
corresponding attractive electrostatic forces, then by this residue. Interestingly, when the contributors
of the inhibitor are included in the computing of the electric field lines (Figure 6.b), the EIZ of the
Lys224 amine group no longer extend outside the protein surface. All electric field lines emanating
from Lys224 NH3* converge on the nucleophilic sites of the inhibitor Asp22I| carboxylate group,
showing the electrostatic forces now stabilizing this interaction. The hydrogen bond is moreover
characterized as expected by a (3, —1) critical point of the electrostatic potential, displayed by a green
sphere in the Figure 6b.
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Figure 6: Electrophilic Influence Zone of Lys224 NH3 group

The electrophilic influence zone (EIZ) of the NC, HE1, HE2 and HE3 atoms of the Lys224 residue, represented by
blue surfaces, was computed on the basis of (a) the whole apo trypsin charge distribution, excluding the inhibitor
one, and (b) the whole trypsin and inhibitor charge distributions. Their union represents the volume occupied by
the electric field lines emerging from the electrophilic sites (blue spheres) localized on the Lys224 amine group
nuclei. Some of these field lines converge onto the nucleophilic sites (red spheres) corresponding to the electron
lone pairs of the following oxygen atoms: Ser170-O, Alal71-O, GIn175-O¢l and Ser214-Oy from the protein
Asp22-061 and 082 from the inhibitor. Since the protein net charge is positive, other field lines are allowed to
go outside of the protein surface in (a). The green sphere in (b) represent (3, —1) critical point of the electrostatic
potential characterizing the hydrogen bond between enzyme Lys224-H{3 and inhibitor Asp22-052.
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Discussion of catalytic mechanisms using the influence zone descriptors

Stabilization of the oxyanion hole

Serine proteases contain in their active site an oxyanion hole, which is most often formed by two
hydrogen bond donors from the main chain, namely those of the amide groups of Gly193 and Ser195
[49]. These hydrogen atoms induce a positively charged pocket that first interacts with the carbonyl
group of the scissile peptide bond and then stabilizes the negatively charged oxyanion of both
tetrahedral intermediates [51]. We have computed the electrophilic influence zones (EIZs) associated
to the amide H atoms of Gly193 and Ser195, from the electrostatic potential generated by the apo
protein (see Figure 7).

The position of the oxyanion hole (displayed as a green sphere in Figure 7) is exclusively included within
the Gly193-H EIZ. The Ser195-H EIZ extends toward the binding pocket of the positive charge of the
substrate and converges on nucleophilic sites of Ser214 and Trp215. These observations agree with
the analysis of the trypsin/inhibitor complex. The total electrostatic interaction energy between the
inhibitor and Gly193 (-6.5 kcal/mol) is more favourable than that between the inhibitor and Ser195 (-
4.6 kcal/mol). This may seem surprising as Gly193 forms only one hydrogen bond with the inhibitor,
while Ser195 forms two. On the other hand, Gly193 forms the shortest hydrogen bond distance (2.7 A
while 2.9 A and 3.0 A for Ser195).

Furthermore, the Gly193-H EIZ occupies a large volume that extends well outside the protein surface.
While some electric field lines emerging from Gly193-H atom converge toward nucleophilic sites (red
spheres) corresponding to the electron lone pairs of oxygen atoms in His40-O, Ser96-0, Asn97-041,
and Ser195-0y, others extend far outside the protein structure, due to its net positive total charge.
This “infinite” EIZ suggests that the influence of the Gly193-H atom can extend beyond the protein
toward the solvent region. Therefore, this proton may influence the electrostatic steering of the scissile
peptide bond carbonyl group to bring it to the cleavage site.

Asn97 |
~
(%) \
Ser96 b
Gly193
¢
() ;
¢ ¢ His40
Ser195

Ser214
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Figure 7: Electrophilic influence zone associated to the amide H atom of the trypsin Gly193 and
Ser195 residues.

The electrophilic influence zone (EIZ) of the Gly193-H and Ser195-H atoms, represented by blue and purple
surfaces, respectively, were computed on the basis of the whole apo trypsin charge distribution, excluding the
contribution from the inhibitor. They represent volumes occupied by electric field lines emerging from the
electrophilic sites (blue sphere) localized on the Gly193-H and Ser195-H nuclei. Some of these field lines converge
onto the nucleophilic sites (red spheres) corresponding to the electron lone pairs of His40-0, Ser196-0, Asn97-
0061, Ser195-0 for Gly193-H, and Ser214-Oy, Trp215-0 atoms for Ser195-H EIZ, respectively. Since the protein
net charge is positive, other field lines are allowed to go outside of the protein surface, to the infinity. The green
sphere highlights the position of the oxyanion which is known to be stabilized by these two atoms.

Protonation state of the catalytic aspartate residue

The mechanism of the catalytic serine activation was first explained by Blow et al., [55] with the
“charge relay" model. In this model, the negatively charged side chain of the Asp102 residue forms a
hydrogen bond with the proton of the His57-N31 atom, making the other His57 nitrogen atom (N&2)
more electronegative. This His57-Ng2 atom is then able to accept the hydroxyl proton of the Ser195
residue, while the His57-N&1 proton is transferred to one of the oxygen atoms of Asp102 carboxyl
group. The proton transfer from Ser195 to His57 has been supported by experimental evidence
[56,57], but not the proton transfer from His57 to Asp102. NMR experiments have supported a
mechanism involving a single proton transfer where the His57-N&2 atom receive the hydrogen atom
from the hydroxyl group of S195. The positively charged His57 residue is then stabilized by an
electrostatic interaction with the negatively charged Asp102 residue [58]. A more advanced two-
proton mechanism has supposed a "low barrier hydrogen bond", in which the short (< 2.6 A) and strong
(> 30 kcal/mol) hydrogen bonds are formed [51]. These unusual properties of hydrogen bonds arise
from the close distance between donor and acceptor, with equivalent pKa values, lowering the energy
barrier for proton transfer, so that the proton can be shared between the two attractors in a single
potential well. In conclusion, no unique explanation of proton transfer mechanism following the
Ser195 activation is commonly accepted.

When the Ser195 is in activated form (i.e., deprotonated), the His57 is positively charged and the
Asp102 is negatively charged, which is supported by the X-ray and neutron joint refinement of the
trypsin — BPTI (bovine pancreas trypsin inhibitor) structure [59]. Before the Ser195 activation, the
neutral form of the His57 residue (proton on N31 atom) in protein-inhibitor complexes is well accepted
[60] whereas the protonation state of the Asp102 residue is still debated. Joint X-ray and neutron
refinement of the apo trypsin structure [61] shows the Aspl102 residue in its carboxylate form.
Similarly, high-resolution structure refinements of trypsin in complex with small molecule inhibitors
also show the negatively charged Aspl02 residue [62,63]. Additionally, the pKa of Asp102 was
estimated at 1.5 in a serine protease, suggesting the COO™ form of Asp102 in a wide range of pH [64].
However, Wahlgren et al. refined the structure of trypsin in complex with a canonical peptide inhibitor
from high-resolution X-ray diffraction data and modelled a catalytic aspartic acid, with a proton bound
to the Aspl02-062 atom [41]. They based their model on the asymmetric character of the
experimental electron density around the Asp102 side chain, which was found similar to theoretically
computed density. They proposed that this neutral form of Asp102 residue maintains a sufficiently low
pKa of His57 residue to remain in neutral form. Once histidine receives the proton after serine
activation, aspartate would then become negatively charged, stabilizing the protonated histidine and
the tetrahedral intermediate.
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Here, we have computed the nucleophilic influence zones (NIZ) associated to the Asp102-0061 and
Asp102-082 atoms in the case of a protonated 052 atom (carboxyl state of Asp102), as in the model
of Wahlgren et al, and in carboxylate state of Asp102. In the carboxylate case (Figure 8.a), the NIZs of
Asp102 side chain oxygen atoms cover numerous His57 electrophilic sites, including the proton of the
His57-No1 atom. In this model where Asp102 is charged, Asp102 electrostatic influence on His57
appears significant. In the model where Asp102 is protonated, the picture is totally different (see
Figure 8.b). The volume of both Asp102 oxygen atoms NIZ are dramatically reduced: from 69 A3 to 2
A3 for Asp102-081 atom and from 56 A3 to 0.8 A for Asp102-082 atom. These atoms are no longer
the main contributors interacting with the His57-Hd1 proton. Now, the electric field lines are shared
on many electronegative nucleophilic sites including Ser214-Oy, Val213-0, and Tyr94-On atoms. The
proton of His57-Nd1 appears mainly under the electrostatic influence of these oxygen atoms while the
Asp102 contribution seems shielded by the influence of these nucleophilic sites. Indeed, electric field
magnitude experienced by His57-Hd1 (excluding the contribution of His57 atoms) drops from 0.15 to
0.07 eA2 when Asp102 is protonated on 052.

However, in previously proposed mechanisms, His57-Ho1 is supposed to be either shared with or
stabilized by Aspl02 side chain. For non-protonated Asp102, the His57-H61 atom is uniquely
influenced by the carboxylate group of Asp102, which is consistent with the fact that trypsin D102N
mutant shows an essentially identical atomic structure to the wild type trypsin but with an activity
decreased by four orders of magnitude at pH = 7 [65], meaning that the role of the Asp102 residue
seems determinant for the enzymatic mechanism.
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Figure 7: Nucleophilic influence zones interacting with the electrophilic sites on the His57 residue.

The nucleophilic influence zones (NI1Z) which interact with electrophilic sites (blue spheres) on His57 residues has
been computed from the electrostatic potential generated by the charge distributions of the whole trypsin-
inhibitor complex. (a) In the case of non-protonated Aspl102 carboxyl group, the NIZ associated to the
nucleophilic sites (red spheres) corresponding to the electron lone pairs of the Asp102-081 and Asp102-052
atoms are represented by red surfaces. The electrostatic influences of this oxygen atoms on the electrophilic
sites of the His57 residue (blue spheres) are dominant. (b) In the case of protonated Asp102-052 atom, the NIZs

associated to the nucleophilic sites (red spheres) corresponding to the electron lone pairs of the Asp102-061 and
Asp102-032 are represented by the red surfaces, the one of Tyr94-On by the yellow surface, of the Ser214-Oy
by the pink surface, and of the Val213-0 by the orange surface. The influence of the Asp102 residue on the His57
electrophilic sites (blue spheres) is considerably reduced and replaced by the nucleophilic influences of the other
oxygen atoms.
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Conclusion and final remarks.

In this article we shown how the topology of the molecular electrostatic potential allows to retrieve
V(r) critical points and topological basins. These basins are the union of electric field lines associated
with either a pair of nucleophilic/electrophilic sites or a single site in the case of a non-neutral total
charge distribution. Based on this, we propose utilizing the surfaces of Nucleophilic or Electrophilic
Influence Zones as new graphical descriptors of protein electrostatic properties. This approach offers
a partition of the molecular space, such as a protein binding pocket, into influence zones that
encompass all electric field lines converging to, or emanating from, a single actor. Using the
MoProViewer software, which implements this method, the actor can be a single critical point, an
atom, or even a group of atoms such as an amino acid side chain.

This approach is illustrated here with a test-case example based on the structure of a bovine trypsin in
complex with a peptide inhibitor, in which the catalytic Asp102 residue was modelled as neutral [41].
Examining this system from the perspective of electrostatic influence zones resulted in several findings.

At first, the protein cleft in which Arg29l is buried to form a salt bridge with Asp189 is totally under the
electrostatic influence of one lone electron pair of Asp189-032 (i.e. the corresponding (3,+3) V(1)
critical point). This NIZ extends to the surface of the protein, suggesting a possible role of Asp189 in
the electrostatic steering of the electrophilic Arg29l residue upon ligand binding, despite Asp189 being
buried in the protein structure (Fig. 5). This spatial extent is made possible by the presence of
numerous electrophilic sites distributed in Arg29l binding site, notably by main chain hydrogen atoms
of Gly216 and Ser217. Interestingly, it was recently shown that mutating Asp189 into a neutral residue
leads to destabilization of the 215-217 segment [54], which could therefore be precisely explained by
the loss of the electrostatic influence exerted by Asp189-0052.

When it comes to molecular recognition, the EIZ of Lys224 NH3* group in the apo structure plays a
significant role. It extends largely into the solvent region (Fig. 6) and could have been utilized to
rationally predict the necessity of a strong nucleophilic group at the appropriate position in the
inhibitor sequence. Indeed, T22D is one of the mutations that greatly improved the binding affinity of
this inhibitor, which is also supported by the strongly favorable electrostatic interaction energy
between Asp22l and Lys224 (Fig. 4).

Furthermore, interpreting electrostatic influence zones provides insights into the catalytic mechanism.
At first, it was shown that Gly193 and Ser195 amide H atoms, presumed to contribute to the
stabilization of the oxyanion hole, present significantly different EIZ, both in term of volumes and
anisotropy (Fig. 7). The oxyanion hole position is under the influence of Gly193 main-chain hydrogen
atom which present an EIZ extending up to the catalytic site entrance, unlike the one of Ser195.

Finally, by comparing the partition of the molecular space into NIZ when Asp102 is charged or neutral,
we concluded that the influence of neutral Aspl102 on the catalytic His57 residue is significantly
shielded by those of other nearby nucleophilic sites. The protonation state of Asp102 has a significant
impact on both the magnitude and the direction of electric fields applied to His57, consequently
affecting the electrostatic forces and the polarization effects experienced by this catalytic residue.

In this study we used a molecular electrostatic potential computed from an accurate multipolar charge
distribution, transferred on a trypsin-inhibitor complex structure solved at atomic resolution.
However, our method can be applied in MoProViewer using V(1) derived from any source, as soon as
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it can be provided as a fine-sampled three-dimensional scalar field, for instance in the Gaussian CUBE
format.

Overall, in comparison to the traditional graphical representation of V(r) mapped on a molecular
surface, the approach proposed in this work presents several advantages:

- Intuitive interpretation: it allows for the intuitive interpretation of the molecular electrostatic
potential as a three-dimensional property, and at atomic resolution (up to the position of electron
lone pairs if an adequate model of molecular electron density is used to compute V (1)).

- Partitioning of molecular space: it allows a partition the molecular space into NIZ and EIZ, providing
a mean to visually apprehend not only the positions of nucleophilic and electrophilic sites, but also
the spatial extend of their respective influence in terms of electrostatic forces. Moreover, besides
values of V(r) and of E(r) magnitudes, the space partition into NIZ or EIZ gives access to an
estimation of their corresponding volumes, which are in turn related to their share in the total self-
electrostatic energy of the corresponding charge distribution

- Communication between charged sites: by highlighting the communication between nucleophilic
and electrophilic sites through electric field lines, this approach allows to identify the role of
charged groups, even if they are spatially distant, in shaping specific electrostatic environments
related to protein properties. This would not be possible, or at least much less intuitively, by
examining only an atomic model or a surface-mapped representation of V(r).

- Comparative study: it facilitates the comparative study of protonation states or of point mutations,
offering a novel and easy way to visually interpret their consequences in terms of electrostatic
environments.

- Electrostatic steering: locating NIZ or EIZ which are significantly extending toward the solvent region
can highlights possible roles of related nucleophilic or electrophilic residues in the electrostatic
driving of an approaching substrate.

This last point brings us to a noteworthy observation. In the aforementioned study of the catalytic
mechanism of thrombin, Pozzi et al. presented a figure (figure 1 [54]) of the protein’s electrostatic
potential drawn using iso-surfaces of negative and positive VV(r) values. This representation, chosen
instead of a surface-mapped one, was presumably aimed to highlight the extent of V(1) in the extra
molecular space surrounding the binding pocket. The figure was accompanied by the caption: “Nine
Asp and Glu-residues (magenta sticks) surround the active site and generate a negative electrostatic
gradient that steers positively charged substrates into the active site pocket”. Considering their
reference to E(r), the approach we propose could have allowed these authors to delve deeper into
their interpretation. Indeed, a partition of this region into NIZ would have precisely indicated the
respective contribution of each of these nucleophilic residues, highlighting the actual contributors to
the attraction exerted on a positively charged substrate as it approaches the binding site.

References

[1] J.S. Richardson, D.C. Richardson, D.S. Goodsell, Seeing the PDB, J Biol Chem. 296 (2021) 100742.
https://doi.org/10.1016/j.jbc.2021.100742.

[2] X. Martinez, M. Chavent, M. Baaden, Visualizing protein structures - tools and trends, Biochem
Soc Trans. 48 (2020) 499-506. https://doi.org/10.1042/BST20190621.

18



572
573
574
575
576
577
578
579
580
581
582
583
584
585
586
587
588
589
590
591
592
593
594
595
596
597
598
599
600
601
602
603
604
605
606
607
608
609
610
611
612
613
614
615
616
617
618
619
620
621
622
623

3]

[4]

[5]

[6]

[7]

(8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

W. Tian, C. Chen, X. Lei, J. Zhao, J. Liang, CASTp 3.0: computed atlas of surface topography of
proteins, Nucleic Acids Res. 46 (2018) W363—W367. https://doi.org/10.1093/nar/gky473.

F. Vascon, M. Gasparotto, M. Giacomello, L. Cendron, E. Bergantino, F. Filippini, I. Righetto,
Protein electrostatics: From computational and structural analysis to discovery of functional
fingerprints and biotechnological design, Computational and Structural Biotechnology Journal.
18 (2020) 1774-1789. https://doi.org/10.1016/j.csbj.2020.06.029.

A. Hospital, J.R. Goiii, M. Orozco, J.L. Gelpi, Molecular dynamics simulations: advances and
applications, Advances and Applications in Bioinformatics and Chemistry. 8 (2015) 37-47.
https://doi.org/10.2147/AABC.S70333.

E. Jurrus, D. Engel, K. Star, K. Monson, J. Brandi, L.E. Felberg, D.H. Brookes, L. Wilson, J. Chen, K.
Liles, M. Chun, P. Li, D.W. Gohara, T. Dolinsky, R. Konecny, D.R. Koes, J.E. Nielsen, T. Head-
Gordon, W. Geng, R. Krasny, G.-W. Wei, M.J. Holst, J.A. McCammon, N.A. Baker, Improvements
to the APBS biomolecular solvation software suite, Protein Sci. 27 (2018) 112-128.
https://doi.org/10.1002/pro.3280.

S. Domagata, B. Fournier, D. Liebschner, B. Guillot, C. Jelsch, An improved experimental databank
of transferable multipolar atom models — ELMAMZ2. Construction details and applications, Acta
Cryst A. 68 (2012) 337-351. https://doi.org/10.1107/50108767312008197.

P.M. Rybicka, M. Kulik, M.L. Chodkiewicz, P.M. Dominiak, Multipolar Atom Types from Theory
and Statistical Clustering (MATTS) Data Bank: Impact of Surrounding Atoms on Electron Density
from Cluster  Analysis, . Chem. Inf. Model. 62 (2022) 3766-3783.
https://doi.org/10.1021/acs.jcim.2c00145.

B. Meyer, B. Guillot, M.F. Ruiz-Lopez, A. Genoni, Libraries of Extremely Localized Molecular
Orbitals. 1. Model Molecules Approximation and Molecular Orbitals Transferability, J. Chem.
Theory Comput. 12 (2016) 1052-1067. https://doi.org/10.1021/acs.jctc.5b01007.

B. Meyer, B. Guillot, M.F. Ruiz-Lopez, C. Jelsch, A. Genoni, Libraries of Extremely Localized
Molecular Orbitals. 2. Comparison with the Pseudoatoms Transferability, J. Chem. Theory
Comput. 12 (2016) 1068-1081. https://doi.org/10.1021/acs.jctc.5b01008.

L. Schrodinger, W.L. DeLano, Pymol, (2020). http://www.pymol.org/pymol.

W. Humphrey, A. Dalke, K. Schulten, VMD: Visual molecular dynamics, Journal of Molecular
Graphics. 14 (1996) 33-38. https://doi.org/10.1016/0263-7855(96)00018-5.

E.F. Pettersen, T.D. Goddard, C.C. Huang, G.S. Couch, D.M. Greenblatt, E.C. Meng, T.E. Ferrin,
UCSF Chimera--a visualization system for exploratory research and analysis, ] Comput Chem. 25
(2004) 1605-1612. https://doi.org/10.1002/jcc.20084.

V. Vukovi¢, T. Leduc, Z. Jeli¢c-Matosevi¢, C. Didierjean, F. Favier, B. Guillot, C. Jelsch, A rush to
explore protein—ligand electrostatic interaction energy with Charger, Acta Cryst D. 77 (2021)
1292-1304. https://doi.org/10.1107/52059798321008433.

B. Guillot, E. Enrique, L. Huder, C. Jelsch, IUCr, MoProViewer: a tool to study proteins from a
charge density science perspective, Acta Crystallographica Section A: Foundations and Advances.
70 (2014) C279—-C279. https://doi.org/10.1107/52053273314097204.

N.A. Baker, D. Sept, S. Joseph, M.J. Holst, J.A. McCammon, Electrostatics of nanosystems:
Application to microtubules and the ribosome, Proceedings of the National Academy of Sciences.
98 (2001) 10037-10041. https://doi.org/10.1073/pnas.181342398.

S.R. Gadre, S.A. Kulkarni, I.H. Shrivastava, Molecular electrostatic potentials: A topographical
study, The Journal of Chemical Physics. 96 (1992) 5253-5260. https://doi.org/10.1063/1.462710.
V. Pascucci, Topology Diagrams of Scalar Fields in Scientific Visualisation, in: Topological Data
Structures for  Surfaces, John Wiley & Sons, Ltd, 2004: pp. 121-129.
https://doi.org/10.1002/0470020288.ch8.

C. Heine, H. Leitte, M. Hlawitschka, F. luricich, L. De Floriani, G. Scheuermann, H. Hagen, C. Garth,
A Survey of Topology-based Methods in Visualization, Computer Graphics Forum. 35 (2016) 643—
667. https://doi.org/10.1111/cgf.12933.

S. Grabowsky, A. Genoni, H.-B. Biirgi, Quantum crystallography, Chem. Sci. 8 (2017) 4159-4176.
https://doi.org/10.1039/C65C05504D.

19



624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

A. Genoni, L. Bucinsky, N. Claiser, J. Contreras-Garcia, B. Dittrich, P.M. Dominiak, E. Espinosa, C.
Gatti, P. Giannozzi, J.-M. Gillet, D. Jayatilaka, P. Macchi, A.@. Madsen, L. Massa, C.F. Matta, K.M.
Merz Jr., P.N.H. Nakashima, H. Ott, U. Ryde, K. Schwarz, M. Sierka, S. Grabowsky, Quantum
Crystallography: Current Developments and Future Perspectives, Chemistry — A European
Journal. 24 (2018) 10881-10905. https://doi.org/10.1002/chem.201705952.

R.F.W. Bader, Atoms in Molecules: A Quantum Theory, Oxford University Press, Oxford, New
York, 1994.

M.M. Mesmoudi, L. De Floriani, P. Magillo, Morphology analysis of 3D scalar fields based on
morse theory and discrete distortion, in: Proceedings of the 17th ACM SIGSPATIAL International
Conference on Advances in Geographic Information Systems, Association for Computing
Machinery, New York, NY, USA, 2009: pp. 187-196. https://doi.org/10.1145/1653771.1653799.
L. Yan, T.B. Masood, R. Sridharamurthy, F. Rasheed, V. Natarajan, I. Hotz, B. Wang, Scalar Field
Comparison with Topological Descriptors: Properties and Applications for Scientific Visualization,
Computer Graphics Forum. 40 (2021) 599-633. https://doi.org/10.1111/cgf.14331.

E. Espinosa, E. Molins, C. Lecomte, Hydrogen bond strengths revealed by topological analyses of
experimentally observed electron densities, Chemical Physics Letters. 285 (1998) 170-173.
https://doi.org/10.1016/5S0009-2614(98)00036-0.

J. Contreras-Garcia, W. Yang, E.R. Johnson, Analysis of Hydrogen-Bond Interaction Potentials
from the Electron Density: Integration of Noncovalent Interaction Regions, J. Phys. Chem. A. 115
(2011) 12983-12990. https://doi.org/10.1021/jp204278k.

R. Laplaza, F. Peccati, R. A. Boto, C. Quan, A. Carbone, J.-P. Piguemal, Y. Maday, J. Contreras-
Garcia, NCIPLOT and the analysis of noncovalent interactions using the reduced density gradient,
WIREs Computational Molecular Science. 11 (2021) e1497. https://doi.org/10.1002/wcms.1497.
M. Leboeuf, A.M. Koster, K. Jug, D.R. Salahub, Topological analysis of the molecular electrostatic
potential, J. Chem. Phys. 111 (1999) 4893—4905. https://doi.org/10.1063/1.479749.

I. Mata, E. Molins, E. Espinosa, Zero-Flux Surfaces of the Electrostatic Potential: The Border of
Influence Zones of Nucleophilic and Electrophilic Sites in Crystalline Environment, J. Phys. Chem.
A. 111 (2007) 9859-9870. https://doi.org/10.1021/jp074032I.

N. Mohan, C.H. Suresh, A. Kumar, S.R. Gadre, Molecular electrostatics for probing lone pair—n
interactions, Phys. Chem. Chem. Phys. 15 (2013) 18401-184009.
https://doi.org/10.1039/C3CP53379D.

I. Alkorta, I. Mata, E. Molins, E. Espinosa, Energetic, Topological and Electric Field Analyses of
Cation-Cation Nucleic Acid Interactions in Watson-Crick Disposition, ChemPhysChem. 20 (2019)
148-158. https://doi.org/10.1002/cphc.201800878.

S.R. Gadre, I.H. Shrivastava, Shapes and sizes of molecular anions via topographical analysis of
electrostatic potential, J. Chem. Phys. 94 (1991) 4384-4390. https://doi.org/10.1063/1.460625.
P.K. Anjalikrishna, C.H. Suresh, S.R. Gadre, Electrostatic Topographical Viewpoint of m-
Conjugation and Aromaticity of Hydrocarbons, J Phys Chem A. 123 (2019) 10139-10151.
https://doi.org/10.1021/acs.jpca.9b09056.

Z. Ji, J. Kozuch, I.I. Mathews, C.S. Diercks, Y. Shamsudin, M.A. Schulz, S.G. Boxer, Protein Electric
Fields Enable Faster and Longer-Lasting Covalent Inhibition of f-Lactamases, J. Am. Chem. Soc.
144 (2022) 20947-20954. https://doi.org/10.1021/jacs.2c09876.

R. Schweitzer-Stenner, Internal Electric Field in Cytochrome C Explored by Visible Electronic
Circular Dichroism Spectroscopy., J. Phys. Chem. B. 112 (2008) 10358-10366.
https://doi.org/10.1021/jp802495q.

T. Kimmett, N. Smith, S. Witham, M. Petukh, S. Sarkar, E. Alexov, ProBLM Web Server: Protein
and Membrane Placement and Orientation Package, Computational and Mathematical Methods
in Medicine. 2014 (2014) e838259. https://doi.org/10.1155/2014/838259.

L. Breindel, J. Yu, D.S. Burz, A. Shekhtman, Intact ribosomes drive the formation of protein
quinary structure, PLOS ONE. 15 (2020) e0232015.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0232015.

20



675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692
693
694
695
696
697
698
699
700
701
702
703
704
705
706
707
708
709
710
711
712
713
714
715
716
717
718
719
720
721
722
723
724

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

W. Guo, V. Xie, A.E. Lopez-Hernandez, S. Sun, L. Li, W. Guo, Y. Xie, A.E. Lopez-Hernandez, S. Sun,
L. Li, Electrostatic features for nucleocapsid proteins of SARS-CoV and SARS-CoV-2, MBE. 18
(2021) 2372-2383. https://doi.org/10.3934/mbe.2021120.

B. Guillot, L. Viry, R. Guillot, C. Lecomte, C. Jelsch, Refinement of proteins at subatomic resolution
with MOPRO, Journal of Applied Crystallography. 34  (2001) 214-223.
https://doi.org/10.1107/50021889801001753.

C. Jelsch, B. Guillot, A. Lagoutte, C. Lecomte, Advances in protein and small-molecule charge-
density refinement methods wusing MoPro, J Appl Cryst. 38 (2005) 38-54.
https://doi.org/10.1107/50021889804025518.

W.Y. Wahlgren, G. Pal, J. Kardos, P. Porrogi, B. Szenthe, A. Patthy, L. Graf, G. Katona, The Catalytic
Aspartate Is Protonated in the Michaelis Complex Formed between Trypsin and an in Vitro
Evolved Substrate-like Inhibitor, J Biol Chem. 286 (2011) 3587-3596.
https://doi.org/10.1074/jbc.M110.161604.

R.K. Pathak, S.R. Gadre, Maximal and minimal characteristics of molecular electrostatic
potentials, J. Chem. Phys. 93 (1990) 1770-1773. https://doi.org/10.1063/1.459703.

A. Kumar, S.R. Gadre, N. Mohan, C.H. Suresh, Lone Pairs: An Electrostatic Viewpoint, J. Phys.
Chem. A. 118 (2014) 526-532. https://doi.org/10.1021/jp4117003.

A. Kumar, S.R. Gadre, Exploring the Gradient Paths and Zero Flux Surfaces of Molecular
Electrostatic ~ Potential, J. Chem. Theory Comput. 12 (2016) 1705-1713.
https://doi.org/10.1021/acs.jctc.6b00073.

S.R. Gadre, R.D. Bendale, On the similarity between molecular electron densities, electrostatic
potentials and bare nuclear potentials, Chemical Physics Letters. 130 (1986) 515-521.
https://doi.org/10.1016/0009-2614(86)80249-4.

P. Balanarayan, S.R. Gadre, Topography of molecular scalar fields. I. Algorithm and Poincaré—
Hopf relation, J. Chem. Phys. 119 (2003) 5037-5043. https://doi.org/10.1063/1.1597652.

S. Domagata, P. Munshi, M. Ahmed, B. Guillot, C. Jelsch, Structural analysis and multipole
modelling of quercetin monohydrate--a quantitative and comparative study, Acta Crystallogr B.
67 (2011) 63—78. https://doi.org/10.1107/50108768110041996.

E.S. Radisky, J.M. Lee, C.-J.K. Lu, D.E. Koshland, Insights into the serine protease mechanism from
atomic resolution structures of trypsin reaction intermediates, Proc Natl Acad Sci U S A. 103
(2006) 6835-6840. https://doi.org/10.1073/pnas.0601910103.

R. Ménard, A.C. Storer, Oxyanion hole interactions in serine and cysteine proteases, Biol Chem
Hoppe Seyler. 373 (1992) 393-400. https://doi.org/10.1515/bchm3.1992.373.2.393.

T.A. Steitz, R. Hendekson, D.M. Blow, Structure of crystalline a-chymotrypsin: . Crystallographic
studies of substrates and inhibitors bound to the active site of a-chymotrypsin, Journal of
Molecular Biology. 46 (1969) 337—-348. https://doi.org/10.1016/0022-2836(69)90426-4.

L. Hedstrom, Serine Protease Mechanism and Specificity, Chem. Rev. 102 (2002) 4501-4524.
https://doi.org/10.1021/cr000033x.

S. Prasad, A.M. Cantwell, L.A. Bush, P. Shih, H. Xu, E. Di Cera, Residue Asp-189 controls both
substrate binding and the monovalent cation specificity of thrombin, J Biol Chem. 279 (2004)
10103-10108. https://doi.org/10.1074/jbc.M312614200.

L.B. Evnin, J.R. Vasquez, C.S. Craik, Substrate specificity of trypsin investigated by using a genetic
selection., Proceedings of the National Academy of Sciences. 87 (1990) 6659-6663.
https://doi.org/10.1073/pnas.87.17.6659.

N. Pozzi, M. Zerbetto, L. Acquasaliente, S. Tescari, D. Frezzato, A. Polimeno, D.W. Gohara, E. Di
Cera, V. De Filippis, Loop Electrostatics Asymmetry Modulates the Preexisting Conformational
Equilibrium in Thrombin, Biochemistry. 55 (2016) 3984-3994.
https://doi.org/10.1021/acs.biochem.6b00385.

D.M. Blow, J.J. Birktoft, B.S. Hartley, Role of a buried acid group in the mechanism of action of
chymotrypsin, Nature. 221 (1969) 337-340. https://doi.org/10.1038/221337a0.

21



725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738
739
740
741
742
743
744
745
746
747
748
749
750
751
752
753
754
755
756
757
758
759

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

J.L. Markley, I.B. Ibafiez, Zymogen activation in serine proteinases. Proton magnetic resonance
pH titration studies of the two histidines of bovine chymotrypsinogen A and chymotrypsin
Aalpha, Biochemistry. 17 (1978) 4627-4640. https://doi.org/10.1021/bi00615a008.

W.W. Bachovchin, J.D. Roberts, Nitrogen-15 nuclear magnetic resonance spectroscopy. The state
of histidine in the catalytic triad of .alpha.-lytic protease. Implications for the charge-relay
mechanism of peptide-bond cleavage by serine proteases, J. Am. Chem. Soc. 100 (1978) 8041—
8047. https://doi.org/10.1021/ja00494a001.

G. Robillard, R.G. Shulman, High resolution nuclear magnetic resonance study of the histidine—
Aspartate hydrogen bond in chymotrypsin and chymotrypsinogen, Journal of Molecular Biology.
71 (1972) 507-511. https://doi.org/10.1016/0022-2836(72)90366-X.

K. Kawamura, T. Yamada, K. Kurihara, T. Tamada, R. Kuroki, |. Tanaka, H. Takahashi, N. Niimura,
X-ray and neutron protein crystallographic analysis of the trypsin-BPTI complex, Acta Crystallogr
D Biol Crystallogr. 67 (2011) 140-148. https://doi.org/10.1107/5S0907444910053382.

J.L. Markley, M.A. Porubcan, The charge-relay system of serine proteinases: Proton magnetic
resonance titration studies of the four histidines of porcine trypsin, Journal of Molecular Biology.
102 (1976) 487-509. https://doi.org/10.1016/0022-2836(76)90330-2.

J. Schiebel, R. Gaspari, T. Wulsdorf, K. Ngo, C. Sohn, T.E. Schrader, A. Cavalli, A. Ostermann, A.
Heine, G. Klebe, Intriguing role of water in protein-ligand binding studied by neutron
crystallography on trypsin complexes, Nat Commun. 9 (2018) 3559.
https://doi.org/10.1038/s41467-018-05769-2.

A. Schmidt, C. Jelsch, P. @stergaard, W. Rypniewski, V.S. Lamzin, Trypsin Revisited:
CRYSTALLOGRAPHY AT (SUB) ATOMIC RESOLUTION AND QUANTUM CHEMISTRY REVEALING
DETAILS OF CATALYSIS*, Journal of Biological Chemistry. 278 (2003) 43357-43362.
https://doi.org/10.1074/jbc.M306944200.

D. Liebschner, M. Dauter, A. Brzuszkiewicz, Z. Dauter, On the reproducibility of protein crystal
structures: five atomic resolution structures of trypsin, Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 69
(2013) 1447-1462. https://doi.org/10.1107/50907444913009050.

P. Everill, J.L. Sudmeier, W.W. Bachovchin, Direct NMR Observation and pKa Determination of
the Asp102 Side Chain in a Serine Protease, J. Am. Chem. Soc. 134 (2012) 2348-2354.
https://doi.org/10.1021/ja210091q.

S. Sprang, T. Standing, R.J. Fletterick, R.M. Stroud, J. Finer-Moore, N.H. Xuong, R. Hamlin, W.J.
Rutter, C.S. Craik, The three-dimensional structure of Asn102 mutant of trypsin: role of Asp102
in serine protease catalysis, Science. 237 (1987) 905-909.
https://doi.org/10.1126/science.3112942.

22



4.2. COMPLEXE NEUROPILINE 1 - PEPTIDE KDKPPR 139

4.2 Application des zones d’influence en biologie structurale :

complexe Neuropiline 1 - peptide KDKPPR

4.2.1 Contexte de I’étude
Présentation de la neuropiline 1

La neuropiline 1 (NRP1) est une glycoprotéine membranaire exprimée chez tous les vertébrés
et impliquée dans de nombreux processus physiologiques |[Pellet-Many et al., 2008|. Elle est une
cible thérapeutique importante notamment en raison de son role dans le développement et la
progression de plusieurs types de cancer [Chaudhary et al., 2014,[Liu et al., 2021]. Cette protéine
a également été étudiée pour son implication dans le mécanisme d’infection par le coronavirus
SARS-CoV-2 |Daly et al., 2020|. Dans I’étude présentée ici [Goudiaby et al., 2023|, six acides
aminés chargés situés a la surface du fragment bl de NRP1 ont été mutés pour modifier son
empilement en phase cristalline et ainsi rendre accessible la poche de fixation du VEGF ("vascular
endothelial growth factor" ou facteur de croissance de 'endothélium vasculaire). La structure de
ce variant du fragment NRP1-b1 a été déterminée par diffraction des rayons X en complexe avec
le peptide KDKPPR, qui a été développé dans le cadre d’une thérapie photodynamique [Bechet
et al., 2014 [Kamarulzaman et al., 2015, Kamarulzaman et al., 2017]. Dans cette étude |Goudiaby
et al., 2023|, nous avons étudié les interactions entre le peptide KDKPPR et le fragment NRP1-
bl a partir de la structure cristallographique, par simulation de dynamique moléculaire et par
deux outils basés sur le modele de densité électronique multipolaire [Hansen et Coppens, 1978| :
les facteurs d’enrichissement de contact développés par C. Jelsch [Jelsch et al., 2014] et les zones

d’influence développées dans ma these.

Résumé de I’analyse de la structure cristallographique

Les trois premiers résidus (KDK) du peptide KDKPPR n’étaient pas visibles & partir des
données cristallographiques et n’ont donc pas été modélisés. En revanche, le fragment PPR du
peptide est apparu lié dans la poche de fixation du VEGF. Le résidu arginine est le seul résidu
dont la densité électronique est parfaitement définie. La densité partielle pour les deux prolines
a permis d’obtenir un modele avec confiance. L’analyse de la structure atomique a révélé que
le groupement guanidinium du résidu arginine du peptide est impliqué dans une double liaison
hydrogene avec le résidu Asp320 et la partie aliphatique de sa chaine latérale interagit avec les
cycles aromatiques des résidus Tyr297 et Tyr353. Les chaines principales de ’arginine et de la
derniére proline forment des liaisons hydrogéne avec les chaines latérales des résidus Tyr297,
Ser346, Thr349 et Tyr353. Les simulations de dynamique moléculaire suggérent que la fixation
du peptide n’est pas modifiée par les six mutations du fragment NRP1-bl et que le résidu

arginine du peptide est le principal contributeur & son ancrage dans la poche.

4.2.2 Caractérisation de la fixation de I’inhibiteur du point de vue des zones
d’influence nucléophile

Puisque le fragment PPR du peptide est globalement électrophile en raison de la charge

positive de ’arginine et des nombreux sites électrophiles sur les protons des prolines, une étude
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FIGURE 4.1 — Zones d’influence nucléophiles intersectant le site de fixation de NRP1.

Les zones d’influence nucléophile (ZIN) associées aux atomes Tyr297-On (surface verte), Asp320-Od1 (surface
bleu foncé), Asp320-04§2 (surface bleu clair) et Glu348-Oe2 (surface orange) ont été calculées & partir du potentiel
électrostatique généré par les distributions de charge de ’ensemble des atomes de la NRP1 (en excluant ceux de
I'inhibiteur). Ces ZIN se situent en surface de la protéine et recouvrent les positions que les atomes de la moitié

PPR du ligand (en jaune) occupent dans le complexe. Cette figure est contenue dans I'article |Goudiaby et al.,

2073,

des influences nucléophiles de la protéine sur le site de fixation du VEGF est pertinente. Pour

cela, nous avons transféré les parametres multipolaires ELMAM?2 [Domagala et al., 2012] sur la

structure de NRP1-b1 et calculé la carte du potentiel électrostatique V(r) généré par I'ensemble
des atomes de cette protéine (en excluant ceux du ligand) via le module Charger [Vukovid]
et al., 2021] de MoProViewer [Guillot et al., 2014]. Nous avons calculé les zones d’influence

nucléophile (NIZ) dans la poche de fixation, représentées sur la figure associées aux sites

nucléophiles correspondant aux doublets non-liants des atomes d’oxygene suivant : Tyr297-On
(surface verte), Asp320-O41 (surface bleu foncé), Asp320-04§2 (surface bleu clair) et Glu348-Oc2
(surface orange). Le volume défini par une NIZ contient toutes les lignes de champ électrique
E(r) = —VV(r) convergeant vers le site nucléophile associé. Un ligand électrophile dans ce
volume est donc soumis aux forces électrostatiques attractives générées par l’ensemble de la

protéine et dirigées vers le site nucléophile.

La NIZ de l'atome Asp320-Od1 (surface bleu foncé) recouvre la position prise par 'un des
deux groupements amines NHy de I'arginine du peptide tandis que celle de 'atome Asp320-
0042 (surface bleu clair) recouvre la position prise par l'autre groupement NHy. Ces influences
nucléophiles ressenties par le peptide correspondent bien a la double liaison hydrogene déja

observée par l'analyse structurale. La NIZ de l'atome Tyr297-On (surface verte) englobe la
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majorité de la premiere proline du peptide. Le groupement hydroxyle du résidu Tyr297 a déja
été identifié par l'analyse de la structure car il forme une liaison hydrogene avec la chaine
principale de la proline du peptide. La NIZ révele qu’il existe également des forces électrostatiques
attractives ressenties par les sites électrophiles de la chaine latérale de cette proline qui sont
dirigées vers Tyr297-On. La NIZ de 'atome Glu348-Oe2 (surface orange) recouvre quant a elle
la position d’une partie de la chaine latérale du second résidu proline du peptide. Cette influence
a longue distance du résidu Glu348 participant a la fixation du peptide n’est pas visible par une
analyse structurale traditionnelle. De plus, la représentation en NIZ suggere que I’'une des prolines
est soumise a des forces électrostatiques attractives dirigées vers Tyr297-On tandis que l'autre
est soumise a des forces électrostatiques attractives dirigées vers Glu348-Oe2, ce qui peut se
traduire par une stabilisation globale du peptide dans une position d’équilibre dans la poche de
fixation. Par ailleurs, puisque les influences électrostatiques participent au guidage du ligand a
travers le solvant vers la poche de fixation d’une protéine [Wade et al., 1998], les NIZ fournissent
également des informations sur les forces électrostatiques de la protéine orientant le ligand
lors de son approche. Ici, les NIZ des atomes Glu348-Oe2 et Asp320-0d2 s’étendent au-dela
de la surface de la protéine, suggérant leur potentielle contribution au pilotage électrostatique
facilitant la fixation du ligand électrophile dans le site de fixation VEGF de NRP1-bl.

4.2.3 Article publié décrivant la structure de NRP1
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Abstract: Neuropilin 1 (NRP1), a cell-surface co-receptor of a number of growth factors and other
signaling molecules, has long been the focus of attention due to its association with the development
and the progression of several types of cancer. For example, the KDKPPR peptide has recently been
combined with a photosensitizer and a contrast agent to bind NRP1 for the detection and treatment
by photodynamic therapy of glioblastoma, an aggressive brain cancer. The main therapeutic target
is a pocket of the fragment b1l of NRP1 (NRP1-b1), in which vascular endothelial growth factors
(VEGFs) bind. In the crystal packing of native human NRP1-b1, the VEGF-binding site is obstructed
by a crystallographic symmetry neighbor protein, which prevents the binding of ligands. Six charged
amino acids located at the protein surface were mutated to allow the protein to form a new crystal
packing. The structure of the mutated fragment bl complexed with the KDKPPR peptide was
determined by X-ray crystallography. The variant crystallized in a new crystal form with the VEGF-
binding cleft exposed to the solvent and, as expected, filled by the C-terminal moiety of the peptide.
The atomic interactions were analyzed using new approaches based on a multipolar electron density
model. Among other things, these methods indicated the role played by Asp320 and Glu348 in the
electrostatic steering of the ligand in its binding site. Molecular dynamics simulations were carried
out to further analyze the peptide binding and motion of the wild-type and mutant proteins. The
simulations revealed that specific loops interacting with the peptide exhibited mobility in both the
unbound and bound forms.

Keywords: Neuropilin 1; variant; ligand; X-ray crystallography; molecular dynamics simulation;
Hirshfeld interface; electrostatic influence

1. Introduction

Neuropilins (NRP1 and NRP2) are type I single-pass transmembrane glycoproteins
expressed in all vertebrates and have many physiological roles. They act as co-receptors of
a range of growth factors and other signaling molecules. A recent cryo-electron microscopy
structure highlights the role of NRP1 in a ternary complex with a semaphorin protein and
a plexin receptor, which altogether mediates signaling in neuronal axon guidance and
other processes [1]. NRP1 also forms a ternary complex with vascular endothelial growth
factor A 165 (VEGF-A165) and the receptor VEGFR2 [2]. This complexation is associated
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with intracellular signaling, mitogenesis, cell migration and angiogenesis [3]. Research has
shown that NRP1 plays a significant role in the development and progression of various
cancer types [4] and also more recently in the infectivity of severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) [5]. In particular, this transmembrane receptor has been
suggested as a molecular therapeutic target for glioblastoma, with overexpression mainly
due to endothelial cells of angiogenic phenotype and associated pro-tumor macrophages,
both of which are linked to an unfavorable prognosis [6]. A recent review outlines the
various functions of NRP1 in the context of cancer treatments [7].

The membrane protein NRP1 (as NRP2) contains a large N-terminal extracellular
region (~850 amino acids (AA)), a single transmembrane domain (~25 AA) and a short
C-terminal cytoplasmic domain (~45 AA) [8]. The ectodomain consists of five independent
domains, where the first four (al, a2, bl and b2 domains) are involved in ligand binding,
while the role of the last one (c domain) is still under debate (oligomerization, NRP1 ho-
modimerization, etc.) [1]. The interdomain linkers are also important in the heterocomplex
formation as spacers [1]. The determination of the crystal structure of the bl domain
provided the first structural insight at the atomic-level into NRP1 [9]. The interaction
of NRP1 with VEGF has been extensively studied. Briefly, the NRP1-bl domain folds
into a distorted jelly roll barrel motif that is composed of two beta-sheets [9] (Figure 1a).
The strands are connected by loops of varying length. The bottom of the beta-barrel core
exhibits a triangular shape that contains an intramolecular disulfide bridge. At the top of
the beta-barrel core, the loops are divided in six loop regions (L1-L6) to delimit the pocket
of the positively charged tail of VEGFE. The C-terminal arginine residue of VEGF-A165 is
buried in this pocket and is a key feature of the binding. Numerous atomic experimental
structures have been determined to characterize and/or inhibit the interaction of NRP1-b1
and VEGF using peptides or arginine derivatives as well as a fusion protein [10-13].

We have developed peptides combined with a photosensitizer to target NRP1 in the
context of photodynamic therapy (PDT) to detect and treat glioblastoma [14-16]. Recently, a
nanoparticle was designed that combines KDKPPR motif as a targeting peptide, porphyrin
as photosensitizer and gadolinium chelate as contrast agent. This nanoparticle, called
AGuIX@PS@KDKPPR, enables the detection of tumor tissue by magnetic resonance imaging
and treatment by PDT [6,17,18]. The affinity of the nanoparticle for human NRP1 was
validated, and it was found to be ten times lower than that of the free peptide (Kp of 4.7 uM
for AGuIX@PS@KDKPPR and Kp of 0.5 uM for KDKPPR) [17].

In this study, the KDKPPR peptide was synthesized, and its molecular interactions
with NRP1-b1l fragment were investigated by X-ray crystallography and molecular dy-
namics (MD) simulations. Previously, we have attempted to co-crystallize NRP1-b1 with
a carbohydrate-based peptidomimetic [19]. However, we constantly obtained tetragonal
crystals that were isomorphous to the crystals of the unbound protein. These crystals
are unsuitable for obtaining structures of complexes because the site that binds the C-
terminal tail of VEGF is obstructed by symmetry-related protein molecules [9]. We have
used site-directed mutagenesis to modify the repartition of charges on the surface of
NRP1-b1 to induce changes in the crystal packing. This approach is an efficient tool for
crystallizing a protein in a new form and facilitating, for example, the formation of a
protein-ligand complex in the crystal through co-crystallization or soaking techniques [20].
In this study, we successfully co-crystallized the KDKPPR peptide with a hexavariant
of NRP1-b1 (Glu277Lys, Glu285Lys, Asp289Lys, Glu367Lys, Lys373Glu, Lys397Glu). An
original crystal form was obtained where the VEGF-binding pocket is filled by the KDKPPR
peptide and is located in large spaces connected by solvent channels in the crystal packing.
The structure of the NRP1-b1/KDKPPR complex was analyzed by MD simulations and
innovative tools based on a multipolar electron density model [21].
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(a) (b)

Figure 1. (a) Ribbon view of the crystal structure of NRP1-b1 hexavariant. The six mutations and
the disulfide bridge Cys275-Cys424 are shown as sticks and labelled. The loops L1-L5 that line the
VEGF-binding pocket are highlighted in magenta and labelled. The PPR moiety of KDKPPR peptide
is shown as sticks with refined 2mFo-DFc electron density contoured at 1.0 0. (b) Repartition of the
charged residues in NRP1-b1 hexavariant. The positive (blue) and negative (red) charges are shown
as spheres on the protein structure. The mutated residues with change in charge are labeled and are
shown in light blue and light yellow. The PR residues of KDKPPR peptide are shown on the top of
the figure.

2. Results and Discussion
2.1. Design of the NRP1-b1 Hexavariant

The charge distribution on the surface of NRP1-b1 was significantly altered in order to
promote the formation of a new crystal form, based on a visual inspection of the model. The
point mutations were chosen to be far away from the VEGF-binding pocket to minimize
disruption of the peptide-binding site (Figure 1b). Specifically, six charged residues on
the protein surface were mutated to residues of opposite charge: Glu277Lys, Glu285Lys,
Asp289Lys, Glu367Lys, Lys373Glu and Lys397Glu. Mutation of these residues did not lead
to isoelectric conservation. In fact, the estimated isoelectric point of the hexavariant was
1 unit higher than that of the native protein, with a value of 9.2 for the hexavariant and 8.0
for the wild type. These choices resulted in the creation of a highly electropositive region
around the Glu285Lys, Asp289Lys and Glu277Lys mutations, consisting of seven positively
charged residues (Lys274, Lys277, Lys285, Lys289, Arg334, Arg402 and Lys425). Three of
them (Lys277, Lys285 and Lys425) form hydrogen bonds with symmetry-related molecules
in the crystal of the hexavariant (see below, Figure 2 and Table S1).
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Figure 2. Highlights (in green) of the NRP1-b1 residues involved in contacts with a neighboring
monomer in the crystal forms I to VI. Form VI corresponds to the NRP1-b1 hexavariant. Contacts are
defined as residues with a proximity of less than 4 A. Residues in bold characters forms intermolecular
hydrogen bonds. The positions of the mutations have been highlighted with triangles above the two

sets of residue numbering.

2.2. Crystal Structure of the NRP1-b1 Hexavariant
2.2.1. Description of the Structure

The hexavariant (Glu277Lys, Glu285Lys, Asp289Lys, Glu367Lys, Lys373Glu, Lys397Glu)
of the NRP1-b1 domain crystallized in the P3,21 space group with a novel packing ar-
rangement. The asymmetric unit contained two chains (A and C), each with a KDKPPR
peptide (chains B and D) in its VEGF-binding site, plus 377 water molecules and an acetate
ion. Only the last three residues of the peptide (PPR) in both monomers were included in
the refined structure (Figure 1a). Positive residual peaks in the difference electron density
maps persisted around the first proline residue of the KDKPPR peptide. These peaks were
slightly stronger in monomer D. We made several attempts to improve the final 2mFo-DFc
electron density map, such as modeling an additional residue in the peptide or modeling
alternative conformations for the first proline residue. However, no satisfactory model
has emerged from any of these efforts. The two monomers were nearly identical, with an
overall coordinate root mean square deviation (RMSD, A) of 0.30 A on the 154 Cox atoms
common to both chains. Slight conformational differences were observed at the very first
and last residues of the two monomers, due to their different involvement in packing
contacts. This probably also explained the differences observed at the neighboring disulfide
bridge Cys275-Cys424 of the two monomers. Indeed, in monomer A, it showed two alter-
native conformations, one of which was rather ill-defined, whereas only one conformation
was observed in monomer C. The same argument concerning packing effects probably
applied for the slight differences observed in some side chain conformations (Phe335) and
sometimes in some main chain regions (Glu374-Pro378, Pro396-Pro398). The mutations
did not affect the protein fold, since the current hexavariant model showed an overall
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RMSD of 0.51 A with the wild-type structure (PDB entry 1KEX, [9]), compared to a 0.30 A
RMSD between the hexavariant independent monomers (A and C). Four of the mutations
(Glu277Lys, Glu285Lys, Asp289Lys and Lys397Glu) resulted in no apparent change in the
main chain fold. On the contrary, Glu367Lys and Lys373Glu were located in regions with
larger observed displacements: the Cox atom of residue 367 underwent a 1.75 A shift due to
an overall movement of region Ser363-Trp369, while the ¢ angle of Gly375 rotated 180° in
the rearrangement of the Glu373-Pro378 loop. Both of these observations are most likely
the consequence of the change in crystal packing and protein—protein contacts (Figure 2),
rather than the direct influence of the mutations on the polypeptide conformation.

2.2.2. Crystal Packing and Intermolecular Contacts

The mutations induced a new crystal packing in which a few introduced residues
(Lys277 and Lys285 in chain A) were involved in modified intermolecular interactions. The
two independent hexavariant models (chains A and C) have similar molecular environ-
ments. Indeed, more than half of the contacts are identical in both chains (Table S1). The
KDKPPR peptide is not involved in the crystal cohesion. The hexavariant crystal contains
large solvent spaces (volume of approximatively 30,000 A3, Figure S1) into which it seems
possible for small molecules to diffuse because they are connected by solvent channels. The
N-terminal parts of the two independent KDKPPR peptides (KDK moiety, chains B and
D) are located in the bulk solvent, while their C-terminal parts are tightly bound in the
pocket that would welcome the C-terminal tail of VEGF, in chains A and C, respectively
(see below). The electron density for the N-terminal regions of chains B and D was too
weak to build a model, probably because these regions exhibited dynamic disorder.

We compared the hexavariant crystal form with those of the NRP1-bl domain available
in the Protein Data Bank [22]. Five structures of NRP1-b1 with distinct unit cell parameters
were found (Figure 2, Table S2). The asymmetric units contain one to four independent
chains. The crystal structure of the tetragonal form I represents the unbound state of
NRP1-b1, in which the VEGF-binding site is obstructed by symmetry-related molecules. All
other crystal forms were obtained by co-crystallization of NRP1-b1 with arginine or close
derivatives (crystal forms II to V). The intermolecular environment analysis revealed that
crystal forms II and III have similar packings (P2 space group with two independent chains
and P4, space group with one independent chain, respectively) (Figure S2). We also noticed
that in all cases, at least one independent ligand was positioned at the interface between
two adjacent NRP1-b1 monomers (Figure S3). Their presence was probably necessary for
the cohesion of these crystal packings. That is why we worked with a variant, trying to
find a new crystal packing where the ligand only contacts the protein to which it is bound.

2.3. Protein Ligand Interaction
2.3.1. Description of Ligand Binding

The KDKPPR peptide was bound in the VEGF-binding pocket formed by loops L1 to
L5 of NRP1-b1, with its C-terminal arginine positioned in a very similar manner to what
was described in detail by [11]. Briefly, its guanidine group forms a salt bridge involving
two hydrogen bonds with Asp320 (L5), while the aliphatic part of its side chain is stacked
between the phenyl rings of Tyr297 (L1) and Tyr353 (L3) (Figure 3a). The arginine residue
of the ligand is also tightly bound at the main chain by residues of L3, with one of its
carboxylate oxygen atoms hydrogen-bonded to the side chain hydroxyl groups of Thr349
and Tyr353 and the second one to the lateral chain of Ser346. The last strong anchoring of
the KDKPPR peptide arises from the main chain carbonyl group of the first proline, which
forms a hydrogen bond with the hydroxyl group of Tyr297 (L1). The first three residues of
the peptide apparently found no preferred binding to NRP1-b1 that could have fixed them
in a given conformation and made them visible in the electron density.
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Figure 3. (a) Structure of the binding site of NRP1-b1 hexavariant in complex with the KDKPPR
peptide. The pocket is mainly composed of five loops (L1 to L5), which are respectively colored
blue, cyan, green, red and turquoise. The crystallographic model of the peptide includes only the
PPR moiety, represented as sticks. The NRP1 residues in the close proximity of the peptide are also
depicted as sticks. The four structural water molecules are highlighted as spheres, while hydrogen
bonds are illustrated as dashed sticks. Various labels are provided to enhance clarity, indicating loops,
peptide, residues and water molecules. (b) Nucleophilic Influence Zones associated with the oxygen
atoms Asp320-O51 (dark blue), Asp320-Oe2 (light blue), Tyr297-On (green) and Glu348-O¢2 (major
conformer, orange) in the vicinity of the ligand-binding site of monomer A. The corresponding atomic
nucleophilic sites are indicated by colored circles, and the PPR moiety of the KDKPPR peptide is
highlighted in yellow.

Ordered water molecules were checked and found identical to those discussed by [11].
Four structural water molecules in the peptide-binding site (HOH A690, A666, A717 and
B101 for chain A and HOH C570, C549, C596 and D101 for chain B) were included in
calculation of the contacts enrichment ratio (see below, Figure 3a).

2.3.2. Electrostatic Influence of the Protein on the Peptide

The VEGF-binding site of NRP1-b1 is occupied by the PPR moiety of the KDKPPR
peptide, with its electrophilic C-terminal arginine residue forming a salt bridge with
Asp320. For this reason, it is interesting to study the electrostatic influences from the
whole NRP1 protein on the peptide from the point of view of Nucleophilic Influence Zones
(NIZ) [23] (Figure 3b). A NIZ represents the volume containing all the electric field lines
converging to a specific nucleophilic site, often an oxygen atom in proteins. Therefore, an
electrophilic ligand within this space, like a positive charged entity, experiences attractive
electrostatic forces directed toward the corresponding nucleophilic site. NIZs associated
with the relevant oxygen atoms involved in the binding of the PPR moiety were calculated
excluding ligand atoms and using CHARGER program [24].

As anticipated, the NH; groups of the arginine guanidinium of the KDKPPR peptide
are influenced by their respective hydrogen-bonded oxygen atoms of Asp320 (dark blue
surface for O61 atom and light blue surface for 052 atom) (Figure 3b). The NIZ of the
Glu348-O¢2 atom (orange surface) covers the position of one peptide proline residue, while



Molecules 2023, 28, 5603

7 of 17

the NIZ of the Tyr297-On atom (green surface) encompasses the majority of the other
peptide proline residue. Hence, these NIZs illustrate the forces acting on both proline
residues, specifically exerting an attraction on their hydrogen atoms, thus stabilizing the
ligand conformation by pulling one proline residue towards Glu348 and the other towards
Tyr297.

Given the close proximity of the solvent dielectric medium and the distances between
the proline residues involved and the generators of the discussed NIZs (i.e., Glu348-
Oe2 and Tyr297-On), it is likely that the electrostatic stabilization is relatively weak but
cannot be disregarded. Electrostatic forces, being long-range interactions, play a role, and
the presence of numerous charged hydrogen atoms in the pyrrolidine rings of prolines
facilitates favorable interactions with the negatively charged oxygen atoms of the side
chains of Glu348 and Tyr297, supporting our interpretation.

However, there are other factors contributing to the stabilization of the KDKPPR
peptide that deserve attention. One such factor is the strong hydrogen bond between the
hydroxyl group of Tyr297 and the carbonyl oxygen atom of the first proline residue in
KDKPPR (Figure 3a). Furthermore, a stabilizing van der Waals contact can be inferred from
the proximity of the Glu348-Cy hydrogen atoms and the Cy hydrogen atoms in the second
proline residue of the KDKPPR peptide.

Furthermore, since electrostatic influences participate in the driving of ligand diffusion
across the solvent toward a protein-binding site [25], the NIZs also provide insights on the
electrostatic forces originating from the protein residues and directing the ligand during its
approach. Here, the NIZs of Glu348-O¢2 and Asp320-052 atoms extend beyond the protein
surface, suggesting their potential contribution to the electrostatic steering effect that
facilitates electropositive ligand fixation in the VEGF-binding site of NRP1-b1 (Figure 3b).

2.3.3. Hirshfeld Surface and Contacts Enrichment Ratio

The Hirshfeld surface [26] between the peptide and the protein was calculated with
MoProViewer software [27]. The Hirshfeld surface allows the analysis and visualization of
intermolecular interactions. The contact enrichment ratio Exy between chemical species
X and Y is obtained by comparing the actual Cxy contacts with those calculated as if all
contact types had the same probability of forming [28]. The equiprobable proportions
Rxy are derived by probability products from the chemical proportions on the Hirshfeld
surface. An Exy enrichment ratio greater than unity for a particular contact between
chemical species X...Y indicates that these are over-represented. The chemical nature of
the contacts and their enrichment in the complex of NRP1-b1 with KDKPPR peptide are
shown in Table 1. The proportions of contact types are very similar in the two independent
monomers of NRP1-b1 (correlation of Cxy contact type proportions of 99.9%).

The less polar Hc hydrogen atoms bonded to carbon were distinguished from the more
electropositive Ho/n atoms bound to oxygen or nitrogen. Four structural water molecules
in monomer A (and their equivalent in monomer B, see above) in the binding cleft were
kept and attributed to the protein in the complex. Obviously, the O...Ho/n hydrogen
bonds are strongly attractive from an electrostatic point of view and are overrepresented
(E =2.58, Table 1). Representing 17.4% of the interaction surface, they are recognized as the
most favored contacts. This concerns interactions between C=0 and COO™ acceptors and
N-H, NH; and O-H hydrogen bond donors. The O...Hc weak hydrogen bond contacts
represent 15.3% of the interaction surface and can be considered as weakly favored contacts,
with an enrichment ratio of E = 1.20. Some enrichment ratios close to zero concern the
O...0 and Hn/o...Hn/o contacts, which are absolutely avoided in the protein/ligand
complex because they concern repulsive self-contacts between charged species.

Occupying the largest contact area (21.3%), non-polar Hc. . .C contacts are significantly
over-represented (E = 1.80) and consist in particular of C-H...m interactions involving
the aromatic rings of Tyr239, Tyr183 and Tyr187. The Hc...Hc contacts represent 10.3%
of the surface and can be considered as weakly disfavored contacts, as they present an
enrichment ratio lower than unity (E = 0.81). The Ho/n...W (oxygen atoms of water
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molecules) contacts involving the four structural water molecules represent 6.9% of the
interaction surface and can be considered as significantly favored contacts, with E = 1.88.
The four water molecules interact essentially with Ho/n and secondarily with Hc atoms.

Table 1. Statistical analysis of intermolecular contacts on the Hirshfeld interface between the PPR
moiety of the KDKPPR peptide and NRP1-b1.

Atom Type C Hc N Ho/n o w#
surface_peptide 8.8 42.7 5.5 229 20.1 0
surface_protein 21.4 30.0 1.2 15.6 15.9 16.0

C 14 21.3 1.3 34 04 1.0
Hc 10.3 35 7.2 15.3 4.8
N 0 0.5 0.2 1.3
Ho/n Cxy (%) 1.6 174 6.9
O 0.3 2.0
C 0.75 1.80 1.02 0.54 0.08 0.73
Hc 0.81 1.62 0.53 1.20 0.70
N 0 0.40 0.17 1.44
Ho/n Exy 0.44 2.58 1.88
O 0.09 0.64
Hphob Hphil Hphob * Hphil
surface % peptide 57.1 43.0
surface % protein 52.6 47.4
contacts % 37.8 28.2 34.0
enrichment 1.26 1.38 0.69

* The Hirshfeld surface was limited to the regions where the electron density is larger than 0.0013 e/A? in order to
omit the peptide surface exposed to the solvent. # Oxygen atom of water molecules. The second and third rows
show the chemical content on the Hirshfeld surface. The next rows show the % Cxy of the contact types on the
surface, followed by their enrichment ratios. The major surface components, the Cxy contacts and the significantly
enriched contacts (E > 1) are highlighted in bold characters. In the lower part of the table, the atoms are grouped
into hydrophobic (Hphob) and hydrophilic (Hphil) atoms.

The hydrophobic and hydrophilic atoms were regrouped in order to analyze the in-
teractions between the two subgroups. The N contact surface occurs on sp? peptide and
guanidinium nitrogen atoms (N without electron lone pair) and was considered hydropho-
bic together with the C and Hc atoms. The peptide and protein interaction surfaces are
constituted by more hydrophobic (57.1 and 52.6%, respectively) than hydrophilic atoms.
The protein/ligand complex shows an enrichment of contacts between hydrophilic atoms
(E = 1.26) and between hydrophobic atoms (E = 1.38). On the other hand, despite the mild
enrichment of the weak hydrogen bonds of O. . .Hc, the cross contacts Hphob x Hphil are
strongly under-represented (E = 0.69), which indicates a good partitioning of hydrophilic
and hydrophobic contacts.

In summary, the protein/ligand complex is mainly maintained by over-represented
strong O...Ho/n interactions, which correspond notably to the salt bridge anchoring
Asp206 and the arginine residue of the peptide. Secondarily, more moderately enriched
interactions also play an important role, such as weak C-H. ..O hydrogen bonds and hy-
drophobic contacts, notably between Hc and C atoms. The enrichment values agree with
trends found in studies of interactions in several families of oxygenated and nitrogenated
hydrocarbon molecules [28,29]. The strong hydrogen bonds such as O...Ho/n are signifi-
cantly enriched; in the case of small-molecule crystals, the over-representation reaches even
larger values beyond 10.

Concerning the weak C-H...O hydrogen bonds, they tend to occur in a moderately
under-represented way in crystal structures of small molecules containing both strong H-bond
donors and acceptors (such as alcohols for example), due to the competition of strong H-bonds.
On the contrary, in the present protein/peptide interface, they appear slightly enriched. This
can be explained by the excess of strong H-bond acceptors on the protein (So + Sw = 31.9%)
compared to Syjo/n = 22.9% of strong H-bond donors on the peptide.
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2.4. Molecular Dynamics

Coordinate RMSD of NRP1-b1 was monitored along the molecular dynamics (MD)
trajectories and stabilized after 50 ns in a range of 1-2 A. Similar coordinate drift was
observed for the bound and unbound proteins, as well as for the mutated and wild-type
sequences. Only one copy of the mutated protein in complex with the peptide displays
slightly larger coordinate drift (Figure 4).
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Figure 4. Coordinate RMSD (A) calculated on the backbone heavy atoms of NRP1-b1 with respect to
the initial X-ray crystallographic structure. The curves measured on the triplicated trajectories are
colored in black, green and gray, respectively.

The atomic root mean square fluctuations (RMSFs, A, Figure 5) of NRP1-b1 display
quite superimposed profiles for all MD trajectories, with the unbound protein (dashed
line) showing more mobile regions in particular for the loop of residues 317-322, which
corresponds to the loop L5 of the VEGF-binding pocket. The very similar fluctuation
profiles for the variant and WT forms show that the mutations introduced to alter crystal
packing do not introduce a major bias in the dynamics of the protein. The N-terminal region
of the KDKPPR peptide interacting with NRP1-b1 displays large fluctuations along the
trajectories, in agreement with the invisible electronic density for this part of the peptide.
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Figure 5. Atomic root mean square fluctuations (RMSFs, A) calculated along the molecular dynamics
(MD) trajectories by superimposing the heavy backbone atoms of NRP1-b1 on the corresponding
atoms in the initial crystal structure. The upper panel corresponds to the trajectories recorded
on the WT protein, while the lower panel corresponds to the trajectories recorded on the NRP1-
bl hexavariant used to determine the crystal structure. The curves measured on the triplicated
trajectories are colored black, green and grey, respectively. They are plotted as solid and dashed lines
for NRP1-b1 in complex with the peptide and for the unbound form, respectively. The positions in
the sequence of the mutated residues are marked with the letter ‘M’. The NRP1 loops interacting with
the peptide are labelled as defined in the text.

The root mean square thermal displacements (RMSTDs) of the Cx atoms in the crystal
structure were derived from the thermal parameters using the formula RMSTD = +/B/872.
This estimation is meaningful because we obtained a high-resolution structure (1.35 A,
Table 2) [30]. The values were then compared to the average RMSF obtained from three
MD simulations of NRP1-b1 hexavariant in complex with the peptide (Figure S4). RMSTD
and RMSF show similar profiles, indicating a general agreement between both indicators.
However, the values of RMSF are noticeably larger (up to 1.7 A) in the most dynamic regions
of the polypeptide chain, while RMSTDs consistently remain below 0.75 A. One plausible
explanation for this discrepancy is that proteins in the crystalline state typically exhibit
reduced mobility compared to their counterparts in solution. Overall, RMSF and RMSTD
show a correlation coefficient of 0.735, indicating a moderate correlation between the two
parameters. The values of RMSF are noticeably larger (up to 1.7 A) in the most dynamic
region of the polypeptide chain, while RMSTDs consistently remain below 0.75 A. Several
MD simulations of the literature [31-34] have also shown larger fluctuations in solution
compared to the crystal environment. Our observations agree with these references.

Looking more closely at the RMSF profiles (Figure 5), the loops interacting with the
peptide all display fluctuation peaks whether the peptide is absent or present. The loop
347-350 (L3 loop) bearing Glu348 displays the same mobility. By contrast, a group of loops
clustered on the other side of the binding side, the loop 296-300 (L1) bearing Tyr297 and
Asn300, the loop 310-313 (L2) bearing Glu312 and the loop 318-322 (L5) bearing Glu319,
are more mobile in the absence than in the presence of the ligand. Somehow, the two sides
of the binding pocket behave differently with respect to the ligand. One moiety (L1, L2
and L5) stabilizes upon binding, while the other moiety (L3) retains the same mobility. A
recent MD study by Alshawaf et al. [35] found similar RMSF profiles in NRP1-bl when
complexed with specialized metabolites 3-O-methylquercetin and esculetin. Specifically,
the fluctuations in the esculetin/NRP1-b1 complex were similar to those observed in our
study of the unbound form, while the 3-O-methylquercetin/NRP1-bl complex was more
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similar to our complex with the peptide. Notably, the study found that 3-O-methylquercetin
had a more favorable energy of interaction with NRP1-b1 than esculetin [35]. Our “bound”
RMSF profile may be indicative to a state of NRP1-b1 that allows stable interactions with
a ligand.

Table 2. Statistics of X-ray diffraction data collection and model refinement.

Data Collection

Diffraction source ESRF FIP2-BMO07

Wavelength (A) 0.9795

Space group P3,2

a,b,c(A) 59.77,59.77, 174.60

a, B,y (°) 90, 90, 120

Resolution range (A) 44.53-1.35 (1.37-1.35) !
Total number of measured intensities 696,189 (16,486) 1
Number of unique reflections 80,230 (3895) 1
Average redundancy 8.7 (4.2)1

Mean I/sig(I) 28.7 (1.9) 1
Completeness (%) 99.7 (95.7) 1

Runerge %5 Rineas ° 0.031 (0.681) 1; 0.033 (0.779)
CCyppt 1.00 (0.69) !

Wilson B-factor (A2)

17.9 (Aimless)/21.14 (Buster)

Refinement and structure
Resolution range (A)
Number of reflections
Rwork/ Rfree 5

19.57-1.35 (1.36-1.35) !
80,203 (1605) 1
0.1942/0.2100 (0.2826/0.2760) 1

Correlation Fo — Fc/Fo — Fcg, 0.966/0.963
Total number of atoms 2910
Average B factor (A2) 25.55
Model quality

RMSZ bond lengths © 1.28

RMSZ bond angles ° 1.14
Ramachandran favored (%) 97.5
Ramachandran allowed (%) 24
Rotamer outliers (%) 1.8
Clash-score 7 10

1 Values in parentheses are for the highest resolution shell; 2 Rinerge = X Yl — I/ T ZilIn); 3 Ropeas =
i

1/2
Y Z(nl’j—ﬁl) [Ini — (In)|/ Xp i (In) (with Ip; being the intensity of an individual observation of the reflection
1

h and (I;,) being the average of all symmetry-related or replicate observations); * CCy, is the correlation
coefficient of the mean intensities between two random half-sets of data. ® Ro,ox = Y| |Fo| — |E:||/ Xl Fol, 95%
of the reflections, R, same formula (5% of the reflections) (F, and F. observed and calculated structure factors,

respectively). © RMSZ: root mean square Z-score. 7 The MolProbity clash-score is the number of serious clashes
per 1000 atoms.

Comparing the fluctuation profiles of the WT and of the mutated sequences of NRP1-
bl (Figure 5), only one major difference can be noticed: the loop 411-416 (L4), interacting
with the peptide, displays a fluctuation peak for one of the unbound trajectories on the
WT sequence, whereas this loop is quite rigid in all trajectories recorded for the modified
sequence.

The loops 282-289 and 373-378, located in the bottom of the structure, display high
mobility in all conditions. The loop 282-289, containing the charged and polar sequence
ESGEIHSD, becomes more mobile in the absence of peptide. The sequence ESGEIHSD
(residues 282-289) is located at the surface of bl domain close to the surface of a2 domain
in NRP1 structures, which contain a2, bl and b2 domains (PDB entry 2QQM, [36]) or al, a2,
bl and b2 domains (PDB entry 4GZ9, [37]). A similar configuration is also visible in the
more recent cryo-EM structure of the Sema3A /PlexinA4/NRP1 tripartite complex [1]. As
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the bl and a2 interface do not form direct contact in any of these structures, it is difficult to
speculate on the precise functional effect of the mobility of the region, but this mobility may
have an influence on the propagation of conformational signals during the physiological
processes.

3. Materials and Methods
3.1. Protein Production and Purification

The gene of NRP1-b1 hexavariant (residues Met272 to Thr427 of NRP1 with mutations
Glu277Lys, Glu285Lys, Asp289Lys, Glu367Lys, Lys373Glu, Lys397Glu) was cloned into
pET15b-NRP16mut-6His-3C (Novagen, Pretoria, South Africa) and expressed in Escherichia
coli after induction at 18 °C. Cells were grown in Terrific-Broth at 18 °C to optical density
(OD) = 0.36. After 8 h 25 min at 18 °C, they were induced with 0.2 mM Isopropyl 3-D-1
thiogalactopyranoside. After growth at 18 °C for 10 h 25 min to OD = 0.7, cells were
harvested by centrifugation, lysed and centrifuged. Proteins were purified on HIS-Select
nickel affinity resin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) in 50 mM Tris (pH 8.0) and
300 mM NaCl with a 250 mM imidazole gradient. The protein was further purified by
gel filtration using a Superdex75 HiLoad 16/60 column (GE Healthcare, Piscataway, NJ,
USA) equilibrated and run in buffer A (50 mM Tris, pH 8, 300 mM NaCl, 20 mM imidazole).
Analytical gel filtration experiments were performed using a Superdex 75 10/16 column
(GE Healthcare) in buffer A. The protein was concentrated to 63 mg/mL by centrifugation
on an Amicon ultrafiltration unit with a 10 kDa molecular weight cutoff, in a solution of
Tris/HCl pH 8, NaCl 50 mM.

3.2. KDKPPR Synthesis on Solid Phase

The KDKPPR peptide was synthesized using the automated ResPepXL peptide syn-
thesizer, with a Fmoc/tBu methodology. The side chains of arginine, lysine and aspartic
acid were protected by Pbf, OtBu and Boc groups. A Fmoc-Arg(Pbf)-Wang resin swelled in
DCM was used. The Fmoc group was removed by a piperidine solution (20% in DMF), and
this step was performed two times (the first for 4 min and the second for 7 min). Then, the
next AA was grafted by adding an excess of Fmoc-AA-OH (6 eq), HBTU (5 eq), NMP (3 eq)
and NMM (10 eq) in DMF, and this step was repeated two times for 18 min. A last step of
capping, using a solution of acetic anhydride (5% in DMF), was performed for 5 min to
trap all amino functions that did not react. Deprotection, coupling and capping steps were
repeated until the end of the synthesis of the peptide. After a last Fmoc deprotection, the
resin was dried under vacuum and then cleaved (with full deprotection of lateral chains)
using TFA /TIPS /water (92.5/2.5/5, v/v/v) for 2 h. The acidic resin was filtered and
washed with DCM and EtOH. The filtrate was dried under vacuum, and the compound
was precipitated in diethylether by centrifugation. TSK gel Amide-80 column was used for
HILIC purification of KDKPPR peptide using acetonitrile/water (0.1% TFA; 95/5 (v/v) to
55/45 (v/v) gradient) for 15 min, followed by an isocratic elution (0.1% TFA; 55/45, v/v) for
10 min at a flow of 12 mL/min (R; = 20.8 min). KDKPPR was isolated as a white powder
with a yield of 64% and a purity of 95% (UV-vis detection at 214 nm).

3.3. Crystallization

Crystallization was conducted by sitting-drop vapor diffusion method. The reservoir
solutions were prepared by mixing 0.3 uL of commercial reservoir solutions (screens)
and 0.3 uL of protein solution. The crystallization trials of NRP1-b1l hexavariant were
carried out in the presence of the KDKPPR hexapeptide at 20 °C. Crystals appeared with a
JCSGplus solution composed of 0.2 M ammonium citrate, 0.1 M bis-tris pH 5.5 and 25%
w/v PEG 3350.

3.4. X-ray Diffraction Data Collection and Crystal Structure Determination

Crystals of NRP1-b1 hexavariant that appeared suitable for X-ray diffraction data
collection were quickly soaked in their mother liquor supplemented with 20% glycerol (v/v),
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before flash freezing in a nitrogen stream at 100 K. Preliminary X-ray diffraction experiments
were carried out in-house on an Agilent SuperNova diffractometer (Oxford Diffraction,
Oxford, UK) equipped with a CCD detector, and high-resolution data were further collected
by ESRF synchrotron on beamline BM07 (Grenoble, France). The data set was indexed and
integrated with XDS [38], scaled, and merged with Aimless [39] from the CCP4 suite [40].
The atomic structure was solved by molecular replacement using MOLREP [41] with
the coordinates of NRP1-b1 wild type (PDB code 5C7G, [19]) as the search model. The
structure was manually adjusted with Coot [42] and refined with Buster [43]. Structure
validation was performed with MolProbity [44] and the wwPDB validation server (http:
/ /validate.wwpdb.org, (accessed on 22 december 2022)). Diffraction data and refinement
statistics are shown in Table 2. Figures of the protein structures were generated with Pymol
(Schrodinger LLC, NewYork, NY, USA), MoProViewer [27] and Ligplot+ [45], and cleft
volume calculations were performed with 3V [46]. Coordinates and structure factors were
deposited in the Protein Data Bank (PDB ID: 8PFE, DOI:10.2210/pdb8pfe/pdb).

3.5. Nucleophilic Influence Zones

The Nucleophilic Influence Zones were calculated from the electrostatic potential using
Charger module of MoProviewer [24,27]. The electrostatic potential was generated from
an electron density model, based on transferred multipolar parameters of the ELMAM?2
library [21].

3.6. Hirshfeld Analysis

MoProViewer software [27] was used to investigate the intermolecular interactions
and the contacts enrichment on the Hirshfeld interface between the protein molecules and
the ligand peptides. The intermolecular interactions were evaluated by computing the
enrichment ratios (Table 1) in order to highlight which contacts are favored. The enrichment
values are obtained as the ratio between the proportions of actual contacts Cxy and the
equiprobable (random) contacts Ry, the latter being obtained by probability products
(Rxy = Sx Sy).

Contacts X...Y, which are over-represented with respect to the share of X and Y
chemical species on the Hirshfeld surface, have enrichments larger than unity. They are
likely to represent interactions that are attractive from an electrostatic point of view and
shall be the driving force in the complex formation [28]. Interactions between atoms that
have electric charges of the same sign are repulsive and are generally under-represented
(E<1).

3.7. Molecular Dynamics

The protein and peptide chains C and D were selected from the X-ray crystallographic
structure. The hydrogen atoms were added, and the flip of side chains was optimized
using the Molprobity server [44]. The NRP1-b1 crystal structure with six mutations was
unmodified, whereas for the wild-type (WT) system, the mutations Lys277Glu, Lys285Glu,
Lys289Asp, Lys367Glu, Glu373Lys and Glu397Lys were introduced to return to the WT
sequence of NRP1 for both protein sequences. The bound and unbound systems were
simulated.

For each previously described system, the protein was embedded in a water box.
Sodium and chloride counterions were added to obtain an ionic concentration of 0.15
M. The total number of atoms was about 31,000 in both cases. All MD simulations were
performed using NAMD 2.14 [47], with the CHARMMB36 force field [48] for protein and the
TIP3P model for water [49]. A cutoff of 12 A and a switching distance of 10 A were used
for non-bonded interactions, while long-range electrostatic interactions were calculated
with the Particle Mesh Ewald (PME) method [50]. The RATTLE algorithm [51] was used to
keep rigid all covalent bonds involving hydrogen atoms, enabling a time step of 2 fs. At the
beginning of each trajectory, the system was minimized for 20,000 steps, and it was then
heated up gradually from 0 K to 310 K in 31,000 integration steps. Finally, the system was
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equilibrated for 1 ns in the NPT ensemble at 310 K. During the equilibration stage, the Cx
atoms were kept fixed. Simulations were then performed in the NPT ensemble (P = 1 bar,
T = 310 K), with all atoms free to move. Atomic coordinates were saved every 10 ps. For
each trajectory, 200 ns of production and the trajectories were triplicated for a cumulative
trajectory duration of 3 ps.

4. Conclusions

In this study, we have reported the crystal structure of a hexavariant of the domain b1
of human NRP1 in complex with the KDKPPR peptide. The mutant was designed to modify
the monomer assembly observed in the crystal packing of the unbound form [9,19], in
which the VEGF-binding pocket of NRP1-b1 is inaccessible. Molecular dynamic trajectories
permitted investigating the differences in the structures of the wild type and variant.
Both structures produced similar internal flexibility and protein/peptide interaction. This
showed that the ability of the protein to bind small ligands was not affected by the designed
mutations. As part of our future search for ligands, we need to check that the dissociation
constant (Kp) of the molecules tested is the same for mutated and wild-type NRP1-b1.

The NRP1-b1 hexavariant crystallized in a new crystal form, in which the KDKPPR
peptide was not involved in the cohesion of the solid state. In the crystal, the peptide-
binding site was observed to communicate with a solvent cavity large enough to diffuse
small molecules. Therefore, ligand soaking in the crystal of the unbound form of NRP1-b1l
hexavariant could be considered as a strategy to prepare NRP1-b1 complexes with peptides
that target the pocket where VEGF binds.

The structure of the NRP1-b1 hexavariant in complex with the KDKPPR peptide was
analyzed with two original tools. First, the Nucleophilic Influence Zones (NIZ) of the
ligand-binding cleft were analyzed. They revealed two additional residues (Tyr297 and
Glu348) as probable attractors of the ligand electrophilic groups and two residues (Asp320
and Glu348) in the electrostatic steering of the ligand in its binding site. Secondly, the
enrichment of contacts was calculated to analyze the interactions between the protein and
the peptide. This metric has provided valuable insights into the diversity and specificity of
the protein/ligand interaction. The complex was mainly stabilized by a notable presence
of strong N-H...O and O-H...O hydrogen bonds, which were crucial due to the loop-
rich nature of the VEGF-binding site. Indeed, these loops exhibited mobility both in the
unbound and bound forms, as suggested by the MD simulation.
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/ /www.mdpi.com/article/10.3390 /molecules28145603 /s1, Figure S1. Large aqueous cavity in the
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displacements (RMSTDs); Table S1: Intermolecular hydrogen bonds between NRP1-b1 chains in
hexavariant crystal; Table S2: Crystal forms of NRP1-b1 fragment in the unbound form or in complex
with small ligands.
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4.3 Energies d’interaction électrostatique ELMAM pour ’étude
des complexes protéine-ligand : complexe Glutathion Trans-

férase - Glutathion

Au début de ma these, nous avons résolu la structure atomique de I'enzyme SynGSTCI1,
appartenant a la famille des glutathion transférases (GST) qui est beaucoup étudiée au labora-
toire CRM?, en complexe avec I'un de ses substrats, a savoir le pseudo-tripeptide yGlu-Cys-Gly
appelé glutathion [Mocchetti et al., 2022|. En plus des études structurales, biochimiques et de
dynamique moléculaire, nous avons caractérisé la fixation du glutathion dans la poche de SynG-
STC1 par le calcul des énergies d’interaction électrostatique ELMAM. Cette analyse illustre une
utilisation possible des potentiels d’interaction ELMAM décrits au chapitre [3] dans les études de

biologie structurale.

4.3.1 Etude structurale de ’enzyme SynGSTC1

Les GST constituent une superfamille d’enzymes tres répandues qui sont notamment im-
pliquées dans des processus de détoxification [Hayes et al., 2005]. Un des principaux réles des
GST est de fournir ’environnement électrostatique local nécessaire a I'activation du glutathion,
permettant & ce dernier de se lier a des composés toxiques présentant un site électrophile. En
particulier, dans les GST a sérine, le résidu sérine du site actif est supposé abaisser le pKa local
du résidu Cys du glutathion pour favoriser sa forme active thiolate. L’enzyme SynGSTC1, de
lorganisme Synechocystis sp. PCC 6803, appartient aux GST de classe Chi (GSTC) qui pré-
sentent un motif SRAS tres conservé dans leur site actif. Cette enzyme participe notamment a
la détoxification du méthylglyoxal [Kammerscheit et al., 2020].

L’étude structurale de SynGSTC1 [Mocchetti et al., 2022] a révélé que celle-ci adopte la
conformation dimérique canonique des GST avec un site actif tres ouvert en raison de sa séquence
plus courte d’environ 30 résidus que la plupart des autres GST. De maniere inattendue, le
résidu Ser10 du site actif ne semble pas interagir avec le glutathion, contrairement a ce qui est
généralement observé dans les GST a sérine, laissant le groupement thiol exposé au solvant. La
mutation S10A n’a d’ailleurs que légerement affecté l'activité enzymatique. Les simulations de
dynamique moléculaire ont suggéré que la Serl0 avait plutét un rdle dans la stabilisation de
la structure atomique que dans la fixation du glutathion. Aucun autre résidu de SynGSTC1 ne
semble interagir directement avec le groupement thiol du glutathion. En revanche, de nombreuses
interactions entre I'enzyme et le reste du glutathion ont été identifiées (voir Figure 3 de 'article
[Mocchetti et al., 2022]).

4.3.2 Caractérisation de l’interaction protéine-ligand par les énergies élec-
trostatiques ELMAM

Pour caractériser les principales interactions entre le glutathion et les résidus du site actif
de SynGSTC1, nous avons calculé les énergies d’interaction électrostatique correspondantes sur
la base de la densité électronique construite par transfert des parametres multipolaires de la
librairie ELMAM2 [Domagala et al., 2012]. Comme décrit dans le chapitre 3| deux potentiels
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d’interaction ELMAM de nature électrostatique sont définis : le terme électrostatique permanent
UeE;{;MAM (nommé Egleer‘zn1 dans [Mocchetti et al., 2022]) et le terme d’induction dipolaire UE{;_%@M

(nommé Eelee

oo dans [Mocchetti et al., 2022]). Ces contributions électrostatiques ont été évaludes

entre le ligand et onze résidus du site actif dont huit appartenant au méme monomere que le
glutathion (Ser10, Argll, Leu33, His38, Lys51, Val52, Glu64, Ser65 et Asn97) et trois a l'autre
monomere (Ser98, Thr99 et Argl16). La contribution U, ffg;MAM a été interprétée comme un terme
de reconnaissance moléculaire pouvant étre favorable (négatif) ou défavorable (positif) tandis
que la contribution Uilflﬁ_l\é[i‘%M est un terme d’adaptation qui est toujours favorable.

A partir des valeurs de ces contributions, nous avons identifié les trois interactions électrosta-
tiques les plus fortes qui correspondent aux ponts salins entre les résidus chargés positivement
du site actif (Argll, Lys51 et Argl16) et les charges négatives des extrémités zwitterion du frag-
ment v-Glu et carboxylate du fragment Gly du glutathion. De plus, la contribution fortement
favorable du résidu non-chargé Ser65 a été mise en avant par cette analyse, proche de celles
des résidus Argll et Argll6 lorsque les effets de polarisation sont inclus. Par ailleurs, le résidu

ELMAM

chargé négativement Glu64 présente une énergie U,y défavorable mais la forte contribution

e
de polarisation UiEIJ_l\C/l[iApM induite par la présence du glutathion mene a une contribution électro-
statique totale favorable. Grace a ’analyse des énergies d’interaction, nous avons montré que,
malgré la présence de la charge négative de ce résidu Glub64, le site de fixation du groupement
zwitterion du fragment ~-Glu est globalement électrophile. Cette observation est cohérente avec
la présence d’anions chlorure, acétate ou formate dans les structures cristallographiques de GST
sans le glutathion [Sylvestre-Gonon et al., 2022]. Le fragment Cys du glutathion est quant &
lui fixé par deux liaisons hydrogene entre chaines principales avec le résidu Valb2 mais aucune
interaction ne semble impliquer son groupement thiol. L’énergie d’interaction avec la Ser10 du
site actif est quasiment nulle dans SynGSTC1 contrairement a ce que nous avons obtenu dans
d’autres structures de GST a sérine et a tyrosine dans lesquelles le résidu du site actif forme une
liaison hydrogene avec le thiol. Finalement, nous n’avons pas pu déterminer un unique résidu
catalytique responsable de l'activation du groupement thiol, qui semble résulter d’effets élec-
trostatiques complexes entre plusieurs résidus. La description en termes d’énergies d’interaction
électrostatique a néanmoins permis de quantifier I'importance de chacun des résidus, dont no-
tamment la Ser65 qui est fortement impliquée dans la formation du site de fixation électrophile
du fragment 7-Glu.

Ce travail a été réalisé avant la mise au point des descripteurs issus de la topologie du
potentiel électrostatique présentés dans le chapitre[2] Ces méthodologies pourraient apporter de
nouvelles informations caractérisant les influences électrostatiques du site actif de ’enzyme sur

le groupement thiol du glutathion.

4.3.3 Article publié décrivant la structure de SynGSTC1
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[T I N

Abstract: Glutathione transferases (GSTs) constitute a widespread superfamily of enzymes notably
involved in detoxification processes and/or in specialized metabolism. In the cyanobacterium
Synechocsytis sp. PCC 6803, SynGSTC1, a chi-class GST (GSTC), is thought to participate in the
detoxification process of methylglyoxal, a toxic by-product of cellular metabolism. A comparative
genomic analysis showed that GSTCs were present in all orders of cyanobacteria with the exception
of the basal order Gloeobacterales. These enzymes were also detected in some marine and freshwater
noncyanobacterial bacteria, probably as a result of horizontal gene transfer events. GSTCs were
shorter of about 30 residues compared to most cytosolic GSTs and had a well-conserved SRAS motif
in the active site (I°SRAS'® in SynGSTC1). The crystal structure of SynGSTC1 in complex with
glutathione adopted the canonical GST fold with a very open active site because the a4 and «5
helices were exceptionally short. A transferred multipolar electron-density analysis allowed a fine
description of the solved structure. Unexpectedly, Ser10 did not have an electrostatic influence on
glutathione as usually observed in serinyl-GSTs. The S10A variant was only slightly less efficient
than the wild-type and molecular dynamics simulations suggested that S10 was a stabilizer of the
protein backbone rather than an anchor site for glutathione.

Keywords: glutathione transferase; glutathione; cyanobacteria; Synechocystis sp. PCC 6803; crystal-
lography; biochemistry; phylogeny

1. Introduction

Glutathione transferases (GSTs) constitute a widespread superfamily of enzymes
playing crucial roles in the cell notably in detoxification processes and in specialized
secondary metabolism by catalyzing three major kinds of reactions. These include catalytic
reactions where glutathione (GSH) is consumed (GSH-conjugation), reactions where GSH
is not consumed (isomerization and dehalogenation) and reactions where GSH is oxidized
(thiol-transferase and reduction activities) [1]. At the structural level, canonical GSTs are
mainly dimeric proteins, and each subunit adopts a conserved fold composed of an N-
terminal thioredoxin (TRX) domain linked to an all «-helical C-terminal domain. The active
site of the enzyme is located in a cleft at the interface between both domains and contains a
GSH-binding site (G site) and a hydrophobic-substrate binding site (H site). Depending
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on their primary sequence conservation, GSTs were classified into classes designated by
a Greek letter. GSTs with a sequence identity greater than 40% belong to the same class,
whereas proteins of different classes share less than 25% sequence identity [2]. GSTs
were further distinguished into four catalytic types, tyrosine (TyrGSTs), serine (SerGSTs),
cysteine (CysGSTs) and atypical (AtyGSTs), depending on an assumed important residue
for catalysis [3]. The tyrosine, serine and cysteine residues have a conserved position in
the structures. The tyrosine residue is located at the C-terminal end of the first strand
(B1). The serine and cysteine residues have the same position at the N-terminal end of
the first helix (x1). AtyGSTs do not have a specific residue at a conserved position. In
CysGSTs, the cysteine residue has a reactant role according to the enzyme mechanism
ontology [4], since it forms a covalent bond with the substrate during the catalytic act. The
important residue of the others (TyrGSTs, SerGSTs and AtyGSTs) has a spectator role in
enhancing the nucleophilicity of the glutathione thiolate group, and the mutation of this
residue does not abolish the activity. Through noncatalytic properties, so-called ligandins,
hitherto underestimated compared to the other documented roles of GSTs, many GSTs also
participate in the binding and transport of small heterocyclic ligands [5,6].

GSTs have been extensively investigated in animals and plants because of their great
relevance to human health and agriculture [7-9]. In contrast, studies in bacteria remain
scarce, especially in the cyanobacterial phylum that encompasses oxygenic photosynthetic
prokaryotes considered to be the ancestors of chloroplasts. It has been speculated that
cyanobacteria may be the first organisms to harbored GSTs [10]. Greek letters have been
used for eight classes of GSTs from bacteria: beta, chi, eta, nu, rtho, theta, xi and zeta [11,12].
Other classes exist that often have specific functions such as LigE, LigF and LigG involved
in lignin degradation in soil bacteria [13,14].

The chi class is thought to be specific of cyanobacteria and three isoforms (TeGSTC1
from Thermosynechococcus elongatus BP-1, SeGSTC1 from Synechococcus elongatus PCC 6301
and SynGSTC1 from Synechocystis sp. PCC 6803) have been characterized biochemi-
cally [10,15,16]. A preliminary crystallographic study has been reported for TeGSTC1
and SeGSTC1 [17]. All the three isoforms (TeGSTC1, SeGSTC1 and SynGSTC1) exhibit
similar activities. They efficiently catalyze the addition of GSH on various isothiocyanates
and show moderate activities toward other classical substrates such as chlorodinitroben-
zene [10,15,16]. Interestingly, we recently showed that SynGSTC1 is involved in the detox-
ification of methylglyoxal, a toxic by-product of the cellular metabolism [15]. Despite a
shorter sequence length compared to other GSTs, homology modelling combined with
secondary structure prediction suggested that chi GSTs (GSTCs) adopt the fold of canonical
GSTs. Their amino acid sequences show two motifs usually found in GSTs. The motif I,
which contains an invariant cis-proline residue as well as a 33« structure essential for the
stabilization of the y-glutamyl moiety of GSH, is the most conserved region in all of the
GSTs [18]. Motif 11, in turn, contains a very well conserved aspartic acid important for
fold stability [19]. Recently, a conserved tyrosine residue located at the fifth position of the
N-terminus of GSTCs has been proposed as the catalytic residue [20]. To better characterize
the chi class of GSTs, it was necessary to obtain an experimental three-dimensional model.
Therefore, we determined the first crystal structure of a chi-class GST (SynGSTC1), per-
formed a robust phylogenetic study and completed the biochemical data by testing new
substrates and modulating the active site residues by site-directed mutagenesis.

2. Materials and Methods
2.1. Cloning, Mutagenesis, Expression and Purification

SynGSTC1 (S110067) encoding sequence was amplified by PCR from Synechocystis sp. PCC
6803 genomic DNA as template using specific forward and reverse primers containing Ndel
and Xhol restriction sites, respectively (Table S1). The amplified sequence was subsequently
digested and cloned in E. coli expression vector pET-26b between Ndel and Xhol restriction
sites allowing the fusion of a His-tag at the C-terminal part of SynGSTC1 as previously
described [15]. Various catalytic mutants (510T, S10A, S10C and R11A) were generated
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by site-directed mutagenesis using the QuikChange site-directed mutagenesis kit (Agilent
Technologies) and specific mutagenic primers listed in Table S1. The sequences have been
confirmed by DNA sequencing.

The expression of recombinant SynGSTC1 and variants were performed at 37 °C using
E. coli Rosetta2 (DE3) pLysS expression strain (Novagen) transformed with appropriate
plasmid in LB medium supplemented with kanamycin (50 pg/mL) and chloramphenicol
(34 pg/mL). When the cell culture reached an ODggg nm 0of 0.7-0.8, the expression of the Syn-
GSTC1 (or S10T or S10A or S10C or R11A) recombinant protein was induced with 0.1 mM
isopropyl 3-D-1-thio-galactopyranoside (IPTG) for 4 h at 37 °C. Cells were then harvested
by centrifugation, resuspended in a 30 mM Tris-HCI buffer (pH 8.0) supplemented with
200 mM NaCl (lysis buffer) and stored at —20 °C until use. After the lysis of the cells by
sonication, the resulting cell extract was centrifuged at 40,000x g for 20 min at 4 °C to
remove cellular debris and aggregated proteins. After the addition of 10 mM imidazole,
SynGSTC1 was purified from the soluble extract by gravity-flow chromatography on a
nickel nitrilotriacetate (Ni-NTA) agarose resin (Qiagen, Hilden Germany). After a washing
step with lysis buffer containing 20 mM imidazole, recombinant SynGSTC1 was eluted
using lysis buffer supplemented with 250 mM imidazole. The fractions of interest were
pooled, concentrated by ultrafiltration, subjected to a size exclusion chromatography using
a Superdex™200 16/600 column connected to an AKTA-Purifier™ device (Cytiva) and
eluted with lysis buffer. The purified recombinant protein was concentrated and finally
stored at —20 °C. The concentration of SynGSTC1 recombinant protein was determined at
280 nm using a theoretical molar absorption coefficient of 28,420 M~!.cm™1.

2.2. Crystallization, X-ray Data Collection, Processing and Refinement

A first screening of 288 crystallization conditions was carried out at the CRM2 crys-
tallogenesis platform (University of Lorraine) with an Oryx 8 crystallogenesis robot (Dou-
glas Instruments Ltd, Hungerford, UK). Crystals were optimized manually at 4 °C by
the microbatch-under-oil method. Solutions of SynGSTC1 ant the variants contained
30-40 mg-mL~! protein in 30 mM Tris buffer (pH 8.0) supplemented with 200 mM NaCl,
1 mM Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) and 10 mM glutathione. SynGSTC1 was
crystallized by mixing 1 puL of protein with 1 pL of solution consisting of 16% (w/v) PEG
8000, 40 mM potassium phosphate monobasic and 20% (w/v) glycerol (condition no. 32,
Wizard™ Classic Crystallization Screen III, Rigaku, Tokyo, Japan).

Preliminary X-ray diffraction experiments were carried out in-house on an Agilent
SuperNova diffractometer (Rigaku Oxford Diffraction) equipped with a CCD detector. Data
collections were carried out at the ESRF, on beamline FIP BM07 (ESRF, Grenoble, France) and
(PX1 and PX2, SOLEIL, Gif-Sur-Yvette, France). Data sets were indexed and integrated with
XDS [21], and scaled and merged with Aimless [22] from the CCP4 suite [23]. The structure
of SynGSTC1 was solved by molecular replacement using MoRDa [24] with the coordinates
of a GST from Rhodobacter sphaeroides (PDB entry 3LSZ) as the search model. Structures of
SynGSTC1 and its variants were refined with BUSTER [25] and manually improved with
Coot [26]. The validation of all structures was performed with the PDB validation service
(http:/ /validate.wwpdb.org, accessed on 30 September 2022). The coordinates and structure
factors have been deposited in the Protein Data Bank (PDB entries 8AIS8, 8AI9, 8AIB). Crystal
data, diffraction and refinement statistics are shown in Table 1.

Table 1. Statistics of X-ray diffraction data collection and model refinement.

Wild-Type S10T R11A
Data Collection
Diffraction source ESRF-BM07 ESRF-BM07 ESRE-BMO07
Detector Pilatus 6M Pilatus 6M Pilatus 6M

Wavelength (A) 0.97951 0.97951 0.97951
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Table 1. Cont.
Wild-Type S10T R11A
Space Group P452,2 P452,2 P452,2
Unit-cell ; ¢ (A) 92.5;193.6 92.9;193.6 92.2;193.1
Resolution Range (A) (1%?5411.'770) (1%33411.'770) (;g; 22.220)
Tot. no. of meas. int. 1,200,217 (41158) 1,244,521 (62,785) 503,802 (22,268)
Unique reflections 92,986 (4529) 93,931 (4590) 39,298 (2006)
Average redundancy 13 (9) 13.2 (14) 13 (11)
Mean I/ o (I) 24.8 (1.8) 17.0 (2.0) 18.4 (2.4)
Completeness (%) 100.0 (99.6) 100.0 (100.0) 91.3 (55.5)
Rmerge 0.056 (1.097) 0.084 (1.52) 0.097 (1.039)
Rmmeas 0.061 (1.168) 0.087 (1.59) 0.100 (1.142)
CCi2 1.00 (0.83) 1.00 (0.84) 1.00 (0.85)
Wilson B-factor (A2) 29.6 28.6 415
Refinement )
Resolution Range (A) 24817 24217 31322
No. of reflections 92839 93783 39248
Ruork/ Riree 0.204/0.221 0.206/0.221 0.215/0.242
Corr Fo-Fc/Fo-Fcgee 0.938/0.936 0.940/0.939 0.907/0.888
Total ;;gf;‘:’er of 3469 3500 3253
Average B-factor (A?) 34.0 32.5 44.0
Model quality
RMSZ Bond lengths 0.41 0.42 0.42
RMSZ Bond ang]les 0.54 0.56 0.56
Ramach(a(l)/r:)dran fav. 98 98 98
Ramac}tzi/zl)dran all. 5 > 5
Rotamer outliers (%) 0 0 1
Clashscore 1 1 1
PDB entry 8AI8 8AI9 8AIB

Reerge = Y Li| li (hkl) — I(hkD)| / Lpga X2 1i (kL) Reneas = Yy { N (k1) / [N (hkl) — Y2 G (k) — T/ S X T (k).
1

CCyyy is the correlation coefficient of the mean intensities between two random half-sets of data.

Ruwork = Yt || Fovs| — |Featcll/ Cna|Fops|- I total, 5% of reflections were selected for Rge calculation. RMSZ: root

mean square Z-score. The MolProbity clashscore is the number of serious clashes per 1000 atoms. Values in parentheses are

for highest resolution shell.

2.3. Structure Analysis Based on Electron Density Distribution

To calculate the electrostatic interaction energies between residues of SynGSTC1 active
site and the glutathione ligand, the electron charge density of the complex based on the
Hansen and Coppens multipolar model [27] was determined (method detailed in Supple-
mentary Materials). The electron density parameters for the SynGSTC1-GSH complex were
transferred from the ELMAM?2 database2, which provides parameters averaged over ex-
perimental peptide electron densities from ultra-high resolution X-ray scattering data [28].
In addition, polarization effects due to the environment were estimated in the transferred
electron density using the procedure described recently by Leduc et al. [29] and imple-
mented in MoProViewer software (version 0.1.1302) [30]. The electrostatic interaction energy
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(E¢kec) between the glutathione ligand and the SynGSTC1 active site residues was computed
using Charger, which is a fast and analytical electrostatic energy calculation tool [31] also
implemented in MoProViewer. ES“¢ includes two terms, the electrostatic interaction per-
manent energy E;lffm and the polarization contribution E;loef (hence Efkc = Ef,lffm + E;’;f).
The MoProViewer database transfer tool enables an automatic parameter transfer on the
structure with appropriate formal charge assignment (+1e for arginine and lysine, —1e for
aspartate and glutamate, 0 for others). The His38 and His61 of SynGSTC1 were protonated
on the Ne atom and the formal charge of glutathione was set to —1e. The procedure is

detailed in the Supplementary Materials.

2.4. Molecular Dynamics Simulation

The Molecular Dynamics simulations presented in this study were based on the crys-
tallographic structure of SynGSTC1 in complex with GSH. This system was immersed in
a cubic simulation cell of length equal to 73 A filled by a solvent of 9881 water molecules
with 150 mM NaCl. The simulations were performed using NAMD 3.0 [32] with the
CHARMMS36 [33] force field for proteins and the TIP3P water model [34]. The parameters
for the GSH ligand were generated by the CHARMM general force field (CGenFF) [35].
Long-range electrostatic forces were evaluated using the particle mesh Ewald algorithm
with a grid spacing of 1.0 A. A smoothed 12.0 A spherical cutoff was applied to truncate the
short-range van der Waals and electrostatic interactions. The temperature was maintained
at 300 K thanks to the Langevin thermostat and the pressure at 1 atm thanks to the Langevin
piston method. Covalent bonds involving hydrogen atoms were restrained to their equilib-
rium length by the Rattle algorithm [36] and the water molecules were constrained to their
equilibrium geometry using the Settle algorithm [37]. In addition, a mass-repartitioning
scheme was used to integrate the equations of motion with a time step of 4 fs, according
to Hopkins et al. [38]. A smooth equilibration, along which the positions of the heavy
atoms of the protein were restrained harmonically, was carried out during 8 ns before a
non-restrained long equilibration of 100 ns. Then, the SynGSTC1-GSH complex was probed
in production runs including a long simulation of 500 ns and five independent shorter
simulations of 100 ns. These trajectories were visualized and analyzed using VMD [39].
These simulations were aimed at exploring the stability of the interactions between the
glutathione and the active site as well as the flexibility of the protein interdomain linker.

2.5. Enzymatic Assays

The GSH-conjugation activity was assayed at 25 °C toward 1-chloro-2,4-dinitrobenzene
(CDNB), benzyl-isothiocyanate (BITC), 2-phenetyl-isothiocyanate (PITC) or p-nitrophenyl
butyrate (PNP-butyrate). The reactions were performed in 500 pL of 30 mM Tris-HCI
(pH 8.0) and 1 mM EDTA for CDNB and PNP-butyrate and 100 mM phosphate buffer
(pH 6.5) for ITC derivatives in the presence of various concentrations of CDNB (0-4000 uM),
BITC (0-1000 pM), PITC (0-1000 M) or PNP-butyrate (02000 uM) at a fixed saturating
GSH concentration. Peroxidase and thiol-transferase activities were assayed at 25 °C
toward cumene hydroperoxide (CuOOH) and 2-hydroxyethyl disulfide (HED) in a NADPH-
coupled spectrophotometric method by following the absorbance at 340 nm. The reactions
were carried out in 500 pL of 30 mM Tris-HCI (pH 8.0) containing 200 uM NADPH, 0.5 unit
of yeast glutathione reductase and various concentrations of HED (0-500 uM) or CuOOH
(0-3000 uM) at a fixed GSH concentration. The optimum pH of the wild-type enzyme and
its variants was determined against PITC using 100 mM sodium citrate, phosphate, or
borate buffers at pH ranging from 4.0 to 11.0. GSH-conjugation activity was determined as
described above.

For all activity assays, the recombinant protein, used at a concentration (3 pM) within
the linear response range of the enzyme, was added after 2 min of preincubation and
the variation of absorbance monitored using a Cary 50 spectrophotometer. The activity
recorded without enzymes was subtracted and three independent experiments were per-
formed at each substrate concentration. The kinetic parameters, apparent Ky, (Michaelis



Biomolecules 2022, 12, 1466

60f19

constant) and ksoftwarec,: (turnover number) were determined by fitting the data to the
nonlinear regression Michaelis-Menten model in GraphPad Prism (version 8, GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA). The ke, values were expressed as pmol of substrate
oxidized per second per pmol of enzyme (i.e., the turnover number in s~!) using specific
molar absorption coefficients of 9600 M~!.cm~! at 340nm for CDNB, 9250 M~!.cm™!
at 274nm for BITC, 8890 M~ 1.cm~! at 274 nm for PITC, 17700 M~1-cm~1 at 412 nm for
PNP-butyrate and 6220 M~!-cm~! at 340 nm for NADPH.

2.6. Phylogenetic Analysis

In total, 222 proteomes of the Cyanobacteria/Melainabacteria group were retrieved
from the RefSeq database of the NCBI. These corresponded to 208 proteomes of Cyanobac-
teria labelled as RefSeq “reference proteomes” or from type strains, and 14 proteomes from
noncyanobacterial lineages (i.e., Margulisbacteria, Melainabacteria, Gastranaerophilales)
classified in the Cyanobacteria/Melainabacteria group (Table S2). The sequences of the
53 ribosomal protein families (rprots) were retrieved from the 222 proteomes using the
riboDB database [40] (Table S3). The corresponding protein sequences were aligned using
MAFFT v7.453 with the accurate option L-INS-I [41]. The resulting multiple alignments
were trimmed with BMGE v1.2 using the BLOSUMB30 substitution matrix [42]. The multiple
alignments of the 52 rprots present in more than 30% of the 222 analyzed proteomes were
combined to build a large supermatrix (222 sequences, 6430 amino acid positions) and used
to build a phylogeny using the maximum likelihood method. The tree was inferred with
IQ-TREE (multicore version 2.2.0 COVID-edition, June 2022) with the LG + C20 + F + R4
evolutionary model [43]. The branch robustness of the inferred tree was computed with
the ultrafast bootstrap procedure implemented in IQ-TREE (1000 replicates). The resulting
tree was rooted using the 14 noncyanobacterial sequences.

The 222 studied proteomes were queried with BLASTP using the GSTC1 sequence
from the Synechocystis sp. PCC 6803 strain (RefSeq protein Id WP_010873500.1, locus tag
SGL_RS13850) as seed. The 924 GST sequences displaying an E-value lower than 103 were
retrieved and aligned using MAFFT with the auto option. A total of 54 partial sequences
were discarded from the analysis. A survey of the nr database at the NCBI identified
11 sequences of GSTC in noncyanobacterial bacteria. These 11 sequences were added to
the cyanobacterial GSTC sequences. The 881 GSTC sequences were realigned with MAFFT
with the L-INS-I option and trimmed using BMGE with the BLOSUMB30 substitution matrix.
The 104 kept amino acid positions were used to infer a phylogeny using FastTree v2 [44]
with 20 rate categories of sites, the gamma optimization option, and the Le and Gascuel
model [45]. The branch robustness of the inferred tree was estimated using the Shimodaira
Hasegawa test (resampling the site likelihoods 1000 times). Finally, a phylogenetic analysis
of the 147 cyanobacterial GSTC sequences was performed using FastTree and the same
parameters (147 sequences, 110 amino acid positions).

The trees were drawn using iToL v6.5.8 [46].

3. Results and Discussion
3.1. Crystal Structure of SynGSTC1

In this study, the crystal structure of the glutathione transferase chil from Synechocystis sp.
PCC 6803 (SynGSTC1) in complex with GSH is presented. We also solved the structures of
two variants (510T and R11A variants in complex with GSH) which did not show significant
differences from the wild-type. The protein samples were cocrystallized with an excess of
GSH (10:1) in the presence of TCEP to avoid oxidation of the GSH thiol group into sulfenic
acid. SynGSTC1 crystallized in space group P432;2 with two polypeptide chains in the
asymmetric unit. They formed a two-fold dimer that had a globular shape with molecular
dimensions of approximately 55 Ax 55 A x 45 A (Figure 1). The dimer buried 1710 A2
of surface area for each monomer and was tightly stabilized by ten hydrogen bonds and
six salt bridges (Table 54). At the core, a four-helix bundle consisting of the «3 and «4
helices of the two monomers buried aliphatic residues (L70 and L94 of chains A and B).
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This interaction pattern was complemented by a lock-and-key motif where the F49 residue
fitted into a low-polar cavity of the adjacent subunit (W92, F95, L117, L121) (Figure 1).

Side view

Top view

Conf. A Linker

Figure 1. Crystal structure of the SynGSTC1 dimer, left, and rotated 90°, right. The monomers A
and B are shown in ribbon mode and colored green and blue, respectively. (Left), side view. The
secondary structures of the monomer A are labelled. In each monomer, the side chain of residue
R11 and the glutathione molecules are labelled and highlighted as sticks. Both conformations of the
linker are shown in monomer A. (Right), top view. The figure highlights the hydrophobic patches
on SynGSTC1 dimer interface. L70 and 194 of both monomers are buried in the center of the dimer.
This interaction pattern is complemented by a lock-and-key motif where the F49 residue (blue) fits
into a low-polar cavity of the adjacent subunit (W92, F95, L117, L121) (green). The symmetry related
lock-and-key motif is not shown for clarity.

Both subunits were very similar structures and could be superimposed within 0.33 A
root-mean-square deviation over 181 a-carbon atoms. The SynGSTC1 protomer adopted
the conserved GST fold that was subdivided into two domains for clarity (N-terminal
domain Blal1p2x2p3p4x3 and C-terminal domain adabax6x7x8). As mentioned in the
introduction, the chain length of GSTCs (approximately 180 residues) was significantly
shorter by at least 20 residues compared to most canonical GSTs [47]. The o4—«5 hairpin
pattern was significantly shortened (roughly 10 residues) and the angle between these
two helices (~42°) was twice that usually observed (Figure 2). This “missing” region made
the active site of SynGSTC1 very open, with no clear pocket for the hydrophobic substrate
(H-site). Both motifs I (47-71) and II (129-147) played their expected structural roles. In
motif I, the V52-P53 peptide bond was cis, and V52 formed the typical antiparallel (3-sheet-
like interaction with the cysteine moiety of GSH. Motif II contained the Ncap sequence
1375V VD! where the side chains of the serine and aspartic acid residues contributed to the
stabilization of the «6 helix [19]. The linker (“® ASTIPAD®?) between the N- and C-terminal
domains was peculiar because it had no aliphatic or aromatic residue wedged between
these two domains as usually observed [48,49]. The consequence was an interdomain
linker without a unique conformation. The quality of the electron density allowed the
building of two major conformations (Figures 1 and S1). To investigate this property,
we performed molecular dynamics simulations of the SynGSTC1-GSH complex in an
aqueous environment. The simulation revealed a protein very stable with the linker as
one of the most mobile regions. The time-evolution of the ¢ and 1 torsion angles of the
linker residues revealed transitions between two main conformations during the trajectory
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(Figure S2). Interestingly, these two conformations corresponded to those observed in the
crystal structure.

SynGSTCL =

SmGST ADFLARDAPL

DmGSTDZ

McGSTB

PtGSTF8

EcYfcG

PcUre2p5

synGsTcl  [EESIDEVEREERsT------ - b

SmGST P LAPA--DI-R 163
DmGSTD2 LLPN--DP-K 148
McGSTB LMPPSG-T-F 148
PtGSTF8 LLGN--TL-E ] 158
EcYfcG FLSH--ET-R ERA r T E 155
PcUre2ps FSVS--TF-D DKI| = 162

. .

SynGSTC1l

SmGST

DmGSTD2

McGSTB

PtGSTF8

EcYfcG

PcUre2p5 .

GST MOTIF II

Superimposition DmGSTD2

as

a4
PcUre2p5

ad4-a5 (54 aa)

PtGSF8 |[EcYfcg

.
4
5

1 5

a4-a5 (60 aa)

ad-a5 (64 aa)

Figure 2. Comparison of SynGSTC1 with structural homologs. The top figure shows a structure-based
sequence alignment, and the bottom figures highlight that SynGSTC1 has the shortest ad—a5 hairpin
and the highest angle between o4 and o5 helices. Crystal structure and sequences can be found at the
Protein Data Bank (http:/ /www.rcsb.org, accessed on 30 September 2022): SynGSTC1, this study, PDB
ENTRY 8AI8; SmGST, GST from Sinorhizobium meliloti 2011, PDB entry 4ANHW; DmGSTD2, GST delta 2
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from Drosophila melanogaster, PDB entry 5F0G; McGSTB, GST beta from Methylococcus capsulatus str.
Bath, PDB entry 3UAP; PtGSTFS, GST phi 8 from Populus trichocarpa, PDB entry 5F07; EcYfcG, GST nu
from Escherichia coli K-12, PDB entry 5SHFK; PcUre2p5, Ure2p 5 from Phanerodontia chrysosporium, PDB
entry 4FOC. The characteristics of the top figure are as follows: secondary structures are labelled and
shown using arrows (f3-strands) and squiggles (helices); common regions, i.e., regions with no gaps
and with pairwise residue distances less than 4 A are highlighted in blue; the invariant residues in the
GST chi class are in bold type, coloured white and highlighted in black; residues that participates in
dimer stabilization of SynGSTC1 via strong polar interactions are marked with e; residues involved
in binding glutathione (G-site) in SynGSTC1 are marked with *. The characteristics of the bottom
figures are as follows: the models are shown in the cartoon or ribbon modes; the x4 and «5 helices
are labelled; the first figure shows a superimposition of the seven structures where SynGSTCl is
colored red and the others cyan; in the other figures, the estimated angle between o4 and o5 helices is
provided as well as the number of amino acids in the a4—a5 hairpin; the angles were calculated using
the AngleBetweenHelices script (https:/ /pymolwiki.org/index.php/AngleBetweenHelices, accessed
on 30 September 2022) implemented in PyMol Molecular Graphics System (Version 2.0 Schrodinger,
LLC, New York, NY, USA).

3.2. Structural Comparison

A search for the structural homologs using the Dali server (http://ekhidna2.biocenter.
helsinki.fi/dali/, accessed on 30 September 2022) ranked proteobacterial nu GSTs and fun-
gal GSTs from the Ure2p class at the top of the list [50]. The other hits included proteobacte-
rial beta GSTs, insect delta GSTs, an unclassified proteobacterial GST and plant phi GSTs. To
better depict the proximities of these structures, an additional multiple structural alignment
was performed using the mTM-align server (https://yanglab.nankai.edu.cn/mTM-align/,
accessed on 30 September 2022) [51] (Figure 2). The resulting dendrogram based on the pair-
wise alignment scores (Figure S3) showed a distribution of the proteins into two clades, one
of which containing SynGSTC1 and the unclassified proteobacterial GST (GST SMc00097
from Sinorhizobium meliloti 2011, PDB entry 4nhw). The latter had therefore the most similar
structure to SynGSTC1. SMc00097 had one of the structural attributes of SynGSTC1, namely
a SRAS motif at the beginning of the «1 helix in its active site (see below) (Figure 2). The
first serine residue adopted the same orientation and did not participate in the stabilization
of GSH while the arginine residue did (Figure 54). The closeness between SynGSTC1 and
SMc00097 could be explained in a more comprehensive way by a domain-by-domain com-
parison. Indeed, the overall structures (i.e., both the N-ter and C-ter domains) of SynGSTC1
and SMc0097 overlapped well (Table S5). The proximity of SynGSTC1 with other hits (nu,
beta, delta and phi GSTs) was rather due to the good overlap of N-terminal domains.

3.3. Active Site Structure and Its Analysis Using Transferred Multipolar Electron-Density

The active site contained GSH tightly bound to the G-site by numerous polar interac-
tions (respectively, six, two and three for the y-Glu, Cys and Gly moieties) (Figure 3). The
GSH Cys moiety adopted two rotamers (m, x; = —52° and t, x; = 172°) exposing the GSH
thiol group towards the solvent (Figure 1). The three regular rotamers (p, m, and t) of the
glutathione cysteine moiety were accessible during the molecular dynamics simulations
with the frequencies of 0.35, 0.42 and 0.16, respectively (Figure S5). The crystal structure did
not reveal a strong polar interaction between the sulfur atom of GSH and the enzyme. The
smallest distance was 3.8 A with the amide group of R11. The Y5 residue, recently proposed
as a catalytic residue [20], was far too distant to stabilize the GSH-thiolate group during
catalysis as the Y5 hydroxyl group was 17 A away from the GSH sulfur-atom. Based on the
sequence analysis of SynGSTC1, we could have thought that S10 played an important role
in catalysis. Indeed, this serine residue belongs to the 1°SRAS!3 motif, which is related to
the CXXC active-site motif of thioredoxin [52]. The equivalent serine residue in Ser-GSTs
(see introduction) is almost always found hydrogen-bonded to the GSH thiol group while
this is not the case in SynGSTC1 [53,54]. Indeed, the OG atom invariably retained the same
orientation in all structures (wild-type and variants), and was hydrogen bonded to the
main chains of A7 and A12. This interaction network remained stable throughout most of
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the molecular dynamics simulations showing that S10 was important for the stabilization
of the protein backbone. Whatever its conformation, this serine residue never formed a
strong interaction with the GSH thiol group during the simulation (Figure S6).
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Figure 3. Stereoview of the glutathione binding site of SynGSTC1. The monomers A and B are
shown in cartoon mode and colored green and blue, respectively. GSH and residues around it are
shown as sticks and labelled. Numbering of residues is according to sequence of SynGSTC1. Strong
intermolecular interactions are shown as dashed sticks.

The description of the interactions between a ligand and a protein is most often sum-
marized by the list of residues involved, without quantifying the importance of each. We
developed recently a fast and analytical procedure to estimate the electrostatic contribution
of each residue to the ligand binding, based on a continuous distribution of electron density
of experimental origin [31]. This method implemented in MoProViewer [30] was applied on
SynGSTCl1 in complex with GSH where the contributions of eleven residues were evaluated
(distance cutoff of 3.5 A away from GSH). This included eight residues from one chain
(510, R11, L33, H38, K51, V52, E64, S65 and N97) and three from the other (598, T99 and
R116). MoproSuite calculates electrostatic interaction energies ES¢C that are divided into

two contributions: a permanent electrostatic interaction term, Ef};ﬁn, and a polarization

Eelec
pol
term, respectively (Figure 4, Table S6). By definition, the polarization term is negative

and makes the total interaction energy more favorable for all the active site residues and
especially for charged residues [29]. We performed the calculations for the two GSH thiol
orientations observed in the crystal structure. The orientation of the thiol group did not
affect notably the GSH binding, from an electrostatic and dipolar-induction point of view
(Table S6). Thus, the following analysis did not depend on the GSH conformation.

one, , which can be interpreted as a molecular recognition term and an adaptation
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Figure 4. Permanent, polarization and total electrostatic interaction energies. The permanent E;Ergn,
polarization EEIeC and total E§c electrostatic interaction energies between the glutathione ligand

and twelve re51dues of the SynGSTC1 active site are presented in kcal/mol. Eglgfm is computed
using the electron density model transferred on the glutathione and the protein atoms, whereas
Effﬁc is obtained after the electron density polarization procedure. Finally, Egloelc is computed using

Eglgf = Efgic Egleercm, and represents the polarization contribution to the total electrostatic interaction
energy. The reported energy values have been averaged over the two conformations of the glutathione
(A and B) observed in the crystal structure and over the two monomers. The GSH formula has been
added to highlight the proximity of the residues to the GSH moieties. The residues marked with a
star (*) in the figure are not from the same monomer as glutathione. The numerical values of these

energies and the associated standard deviations are available in the Supplementary Materials.

The permanent interaction energy Egleercm pictures the electrostatic complementarity

between the GSH chemical groups and the residues lining the binding site. GSH was
assumed to bear three charges: a zwitterionic y-glutamic acid moiety and a terminal
glycine carboxylate group. The SynGSTC1 residues with the largest contributions were
R11, K51, R116, which formed salt bridges with the GSH negative charges (Figure 3,
Table S6). As an example, the energy values Eglec, Efjfrcm and EeleC obtained for R11 were

—56.6 kcal-mol !, —47.3 kcal-mol ! and —9.3 kcal-mol ! respectlvely. S65 showed the
most favorable Egleercm among the uncharged residues (Edgfm = —39.3 kcal-mol '), and its
contribution was close to those of R11 and R116 when the dipolar induction is included
(Eglec = —54.3 kcal-mol ™). This serine residue was double-hydrogen-bonded to the y-Glu
carboxylate group. This interaction pattern, well conserved in GSTs, is ensured either by
a serine residue or a threonine residue [55]. The negatively charged E64 residue was an

interesting case because it had an unfavorable Ef,leercm (13.6 kcal-mol 1) that underwent a
significant dipolar induction (Eglgf = —19.7 kcal-mol 1) to interact with the positively

charged N-terminal amine group of GSH (E&¢ = —6.0 kcal-mol !, Figure 4, Table S6).
The major contributors for the GSH y-Glu moiety, Eglggn speaking, were therefore R11 via
its guanidium group and S65 via its amide and hydroxyl groups (Figure 3). This showed
that the site where the zwitterionic fragment of GSH was located was an electrophilic
site. This property is verified in the crystallographic structures of glutathione-free GSTs
because they often contain a negative ion in this site such as chloride, acetate or formate
ions [56]. In addition, this electrophilic site was found to be catalytically important as it
hosts the y-Glu carboxylate group which is presumed to decrease the pKa of the GSH

thiol group [57]. The glycine part of GSH was surrounded by the two positively charged
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K51 and R116 residues, and by the lateral chain of H38 residue. These residues tightly
stabilized the GSH C-terminal carboxylate group (Figures 3 and 4). Finally, the GSH Cys
part was strongly stabilized by a single residue (V52) via two main-chain—main-chain
hydrogen bonds (Figure 3). This twofold contribution was significantly lower compared
to that of S65 probably because the V52-GSH interaction did not involve charged groups.
The S10 residue, which was assumed to be the catalytic residue interacting with the thiol
group, presented an unfavorable electrostatic interaction energy and did not contribute
to the GSH stabilization (EZkC = 1.3 kcal-mol !, Table S6). It also showed an almost zero
polarization energy so this residue was not affected by the binding of the glutathione.
This correlated well with the fact that the crystal structure of SynGSTC1 revealed no
intermolecular interaction between S10 and GSH. The side chain of the “main” tyrosine
residue of TyrGSTs (Tyrosine type GSTs) was always observed interacting with the thiol
group of GSH in the crystal structures. The “main” serine residue of SerGSTs plays the
same role in most known structures. We evaluated the electrostatic contribution of residues
to GSH binding in a TyrGST (and a SerGST) containing a putative hydrogen bond between
the tyrosine (serine) residue and GSH (Table S6). In both cases, the important residue

(tyrosine or serine) provided a stabilizing effect on the ligand (EfS¢ = —12 kcal-mol !
and Eteclﬁc = 7.3 kcal-mol_l, respectively, Table 56). However, this contribution was

never predominant. The main anchor points remained the positively charged residues that
stabilized the terminal carboxylate groups of GSH.

3.4. Biochemical Characterization of SynGSTC1 and Variants

We recently detected an activity for SynGSTC1 toward methylglyoxal as substrate and
also tested glutathione transferase reactions namely aromatic substitution, and addition
using, respectively, 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) and isothiocyanates (ITCs) as
substrates [15]. In addition to these activities, we tested here the ability of SynGSTC1 to con-
jugate GSH on 4-nitrophenyl butyrate (PNP-butyrate) by transacylation and to reduce hy-
droperoxide toward cumene hydroperoxide (CuOOH). The measured activities (kcat/ Km),
respectively of 49.0 &+ 1.7 M~ 1.s~! for PNP-butyrate and 604.6 + 37.7 M~!.s~! for CuOOH
are similar to the one measured toward CDNB 112.5 + 14.2 M~ 1.s~1. These activities
remain significantly lower than those measured with ITCs (6.7 x 10° +£ 0.2 x 10° M 1571
and 5.7 x 10° 4 0.2 x 10° M~!.s~! for PITC and BITC, respectively) due to a higher affinity
of the enzyme for PITC and BITC (31.4 &+ 3.5 and 82.0 & 10.0 uM, respectively) associated
to a higher turn-over number (21.0 £ 0.5 s~ ! and 45.0 & 1.6 s, respectively) (Table S7).

We also investigated the structure-activity relationships of SynGSTC1 by targeting
the first two residues of the 1’SRAS!® motif, S10 being suspected to activate glutathione
as in Ser-GSTs and R11 because of its ubiquity in GSTCs (see below in Section 3.5). The
kinetic constants and the effect of pH on activities toward PITC were determined for
510T, S10A, S10C and R11A variants (Table 2 and Figure S7). The optimal pH of Syn-
GSTC1 WT (7.4 units) was in the same range as usually observed for GSTs [57]. The
substitution of 510 by a threonine residue slightly decreased the optimal pH of the enzyme
(6.9 vs. 7.4 for WT) and the catalytic efficiency (kcat/Km) of the protein (2.1 x 10° M~1.s~!
for S10T vs. 3.7 x 10° M~1.s~1 for WT). This result was consistent with the crystal structure
of S10T which was superimposable to the wild-type (Figure S8). The bulkier threonine side
chain did not impair GSH binding. Indeed, the GSH apparent affinity (Kp,) was not altered
in the S10T variant (Table 2). Furthermore, a sequence analysis of GSTCs (see below in
Section 3.5) showed either a serine or a threonine as the first residue of the active site motif
(19SRAS!3 in SynGSTC1). S10A remained effective even though the decrease was greater
than for S10T, being divided by 10 and 1.2 in S10A and S10T, respectively, compared to WT.
All the kinetic parameters were affected roughly similarly. The crystal structure of Syn-
GSTC1 did not show interaction between S10 and GSH. Instead, S10 was rather involved
in stabilizing the $1-«1 loop in the close vicinity of the G-site (see above in Section 3.3)
suggesting that the S10A substitution most likely disrupted the integrity of the active site.
This resulted in a degradation of the catalytic constants and a moderate increase of the
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catalysis optimal pH (shift of 0.4 unit compared to WT). The R11A substitution also did
not fully abolish the activity of the enzyme even though it decreased significantly (divided
by a factor close to 250 as compared to WT). R11 formed a salt bridge with the N-terminal
carboxylate group of GSH in the crystal structure (see above in Section 3.3). This interaction
did not seem to be essential for the catalysis because the GSH apparent affinity in R11A
was not much more degraded than in S10A (four and five times higher in S10A and R11A
variants, respectively, compared to WT). The electrostatic influence of R11 on the catalytic
process was, however, clear since the catalytic rate was 75 times lower in R11A compared
to WT. This was accompanied by a significant one-unit increase in optimal pH suggesting
a higher GSH-thiol pKa in the R11A variant than in the WT enzyme. These variations
appeared small compared to those observed in eta GSTH1-1 from Agrobacterium tumefaciens,
which harbored an arginine residue at the same position as in SynGSTC1. Indeed, the R34A
mutation in AtuGSTH1-1 had a detrimental effect on the catalytic constant, which dropped
by at least a factor of 5000 [58]. Finally, the substitution of S10 by a cysteine residue, had
the same global effect as the SI0A mutation (2.9 x 10* M~1.s~! for S10C vs. 3.6 x 10*
for S10A). Unlike the WT protein and other variants, the S10C enzyme was also active
(keat/Km of 3.36 x 10% £ 0.08 x 103 M~1.s71) with HED, a substrate commonly used to
characterize Grxs and cysteinyl-GSTs, indicating that this variant acquired a significant
thiol-transferase activity.

Table 2. Kinetic parameters of SynGSTC1 toward model substrates.

PITC GSH HED
Kcat (S_l)
WT 12.6 £0.2 ND
S10T 72+0.1 ND
S10A 2.60 + 0.05 ND
510C 1.19 £ 0.02 0.0111 = 0.0002
R11A 0.170 + 0.003 ND
Km (uM)
WT 33.8+25 1352 +7.9 ND
S10T 33.6 +£2.6 142,8 + 14.6 ND
S10A 89.7 + 6.4 528.4 + 33.0 ND
510C 33.0 + 3.0 2149 + 123 33+04
R11A 108.4 + 6.0 719.2 + 58.2 ND
kecat/Km M~ 1.s7T)
WT 3.73 x 10° £ 0.06 x 10° ND
S10T 2.14 x 10° + 0.04 x 10° ND
S10A 2.89 x 10* + 0.06 x 10* ND
510C 3.60 x 10* £+ 0.06 x 10* 3.36 x 10° £ 0.08 x 10°
R11A 1.53 x 10% +0.02 x 10° ND

The apparent K, values of SynGSTC1 wild-type and variants (510T, S10A, S10C and R11A) were determined by
varying substrate concentrations at a fixed saturating GSH concentration. The apparent Ky, and ke, values were
calculated with Prism 8 software using the Michaelis-Menten equation as nonlinear regression model. Results are
means + S.D. (n = 3).

3.5. Comparative Genomic Analysis

A similarity-based survey of 222 reference proteomes of the Cyanobacteria/Melainabacteria
group led to the identification of 870 full-length GSTC1 homologues (BLASTP E-value
cutoff 10~3). The phylogenetic analysis of these sequences led to a large tree (Figure S9).
According to this tree, the glutathione transferase chil from Synechocystis sp. PCC 6803
(SynGSTC1) belonged to a large group of 147 sequences displaying a SRAS motif or related
motifs (Figures S9 and 510 and Table S8). These 147 GSTC protein sequences displayed more
than 35% of sequence identity and were largely distributed in Cyanobacteria, being present
in 144 of the 208 analyzed cyanobacterial proteomes (Figures 5 and S11 for high-quality
version). In contrast, they were absent in the noncyanobacterial members of the Cyanobac-
teria/Melainabacteria group. More precisely, they were present in all cyanobacterial orders
excepted Gloeobacterales, the oldest branching extant group of cyanobacteria [59].
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Figure 5. Phylogeny of the 222 proteomes of Cyanobacteria/Melainabacteria group considered in
this study. The tree was inferred with IQ-TREE using the 52 rprots sequences present in more than
70% of the 222 proteomes (6430 amino acid sites, LG + C20 + F + R4 evolutionary model). The
scale bar corresponds to the average number of substitutions per site. Gray circles correspond to
ultrafast bootstrap values >90% (1000 replicates). The taxonomy of each proteome is indicated:
Gloeobacterales (brown), Synechococcales (orange), Pseudanabaenales (pink), Gloeomargaritales
(dark blue), Thermostichales (black), Oscillatoriales (light green), Chroococcales (yellow), Pleurocap-
sales (purple), Chroococcidiopsidales (dark green), Nostocales (light blue), and unclassified (gray).
The 122 GSTC protein sequences harboring the SRAS motif are indicated with filled triangles, while
the 25 GSTC sequences harboring variants of the SRAS motif are indicated with empty triangles. All
the motifs are described in the Supplementary Table S8. The phylogeny of these 147 GSTC sequences
is shown as Figure S10. A high-quality pdf version of the tree is provided as Figure S11 in the online
Supplementary Materials.

To go further, we inferred the phylogeny of the 147 sequences displaying the SRAS
motif (or related motifs) (Table S9). As expected, due to the restricted number of amino
acid positions retained after the alignment trimming, branch supports were overall low
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(Figure 510). Despite this global lack of support, the resulting tree showed clearly that
sequences harboring the SRAS motif and sequences harboring related motifs were mixed
on the tree, indicating that the canonical SRAS motif was lost several times independently
during the diversification of GSTCs. Furthermore, the topology of the tree also showed
some inconsistencies with the phylogeny of species (Figures 5 and S10). For instance,
some Chroococcales sequences emerged within Nostocales (Figure 510), indicating that the
evolutionary history of GSTCs harboring the SRAS (or related motifs) was impacted by
horizontal gene transfers (HGTs) (Figure 510). Interestingly, these HGTs also contributed
to spread GSTC1 outside of Cyanobacteria, since homologues were found in a few non-
cyanobacterial bacteria (Figure S9). Most of them were marine and freshwater bacteria
and some were recently closely related to cyanobacteria as Planctomycetaceae bacterium
TMED241. Indeed, it was found that this bacterium contains a circadian clock kaiABC
operon, which is typically found in cyanobacteria [60].

The majority of the 147 GSTC sequences had a length of less than 190 amino acids
(Table S10). A dozen had longer sequences because they contained extensions at the
N-terminus and/or between the secondary structures. All GSTCs had a reduced C-ter
domain with a shortening of helices x4 and «5 as observed in the crystal structure of
SynGSTC1. The SRAS motif (9SRAS!3 in SynGSTC1) was well conserved. The arginine
residue was invariant, the first position was replaced in a few cases by a threonine residue
and the last two positions were a bit more variable. Surprisingly other residues involved
in the structural attributes of SynGSTC1 were not conserved such as the patch of leucine
residues (L70 and L.94) in the core of the dimer, or the key residue of the lock and key motif
(F49), or quaternary contributors to the stabilization of GSH (598, T99, R116) (Figure 2).
The sequence alignment revealed the conservation of 13 residues, most of which were
located in the N-terminal domain (eight residues) and more precisely in the domain I
(six residues) (Tables S8 and S9). The N-ter domain is generally better conserved than the
C-ter domain because it contains an extended part of the active site [2]. In one subunit, the
set of conserved residues was not centered on the active site but rather on the center of
gravity of the monomer. The residues were distributed almost homogeneously around this
center and most of them were located at a distance of less than 10 A from it (Figure S12).
This distribution was consistent with what is usually observed in proteins, namely that
the most conserved positions tend to be situated in the core of the protein or on functional
surfaces [61]. While the structural role of these conserved residues is obvious, it is difficult
to identify those that form the signature of GSTs chi and most of them have be shown
conserved in a class of GSTs. Only N97 seemed specific to the GST chi class; it most likely
contributed electrostatically to the active site, as it was located near the y-Glu moiety of
GSH and close to the guanidinium group of the SRAS motif (Table S9).

4. Conclusions

This study increased the knowledge on the biochemical characteristic acquired on
the chi class of GSTs (GSTCs) and detailed for the first time the structural attributes of
this GST class, specific to cyanobacteria. These short-sequence GSTs (~180 aa) had a
three-dimensional structure with a very open active site because the a4 and o5 helices
were significantly shorter than those usually observed. The glutathione substrate was
tightly bound to the enzyme with its reactive center exposed to the solvent. The transfer of
multipolar density parameters from small peptides to SynGSTC1 permitted the gradation
of residues involved in GSH stabilization. The two carboxylate groups of GSH were the
two chemical groups that best adhered to the protein.

GSTCs contained a SRAS conserved motif at the N-terminus of the «1 helix indicating
that they belonged to the SerGST group because the first residue of the motif was a serine
residue. However, this serine residue was not directly involved in the catalytic act as
assumed in SerGSTs [9]. The SRAS motif appeared to constrain the conformation of the
serine side chain towards the interior of the protein and not towards the thiol group of GSH.
510 (in SynGSTC1) had a weak and unfavorable electrostatic influence on GSH and its
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mutation did not drastically alter the catalytic properties of the enzyme. The denomination
TyrGST, CysGST, SerGST and AtyGST (tyrosine type GST, ..., Atypical GST) has the
advantage of simplifying the confusing and cumbersome Greek letter classification. It is
relevant in the case of TyrGSTs from a phylogenetic point of view [1]. It is also appropriate
in the case of CysGSTs because the cysteine residue is covalently bound to the substrate in
one step of the catalytic mechanism [62]. The disadvantage of the residue-based naming
is its stigmatization on one residue that may not have a strong link to the activity of the
enzyme as is the case for SynGSTCI1.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://www.
mdpi.com/article/10.3390/biom12101466/s1; Table S1. List of the PCR and mutagenic primers used
in this study; Table S2. List of the 222 studied proteomes; Table S3. List of the 53 ribosomal protein
families present in bacteria according to riboDB database; Table S4. Strong intersubunit contacts in
SynGSTC1; Table S5. Comparison of SynGSTC1 with its structural homologs; Table S6. Permanent,
polarization and total electrostatic interaction energies in the active sites of SynGSTC1, of Epsilon
2 GST from Anopheles Gambiae (AgGSTE2) and of Alpha 1 GST from chicken (GgGSTA1); Table S7.
Kinetic parameters of SynGSTC1 toward model substrates; Table S8. List of the 147 full-length
protein sequences displaying a SRAS motif (or a related motif) identified in the 222 proteomes of
Cyanobacteria/Melainabacteria group; Table S9. Invariant amino acid residues in the GST Chi
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S1. Stereoviews of the 2mFo-DFc map of the SynGSTC1 inter-domain linker; Figure S2. ® and ¥
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2011; Figure S5. N-Cx-C(3-Sy torsion angle of glutathione during molecular dynamics simulation
of SynGSTC1; Figure S6. Interatomic distances (A) between y-oxygen atom of Ser10 and selected
atoms during molecular dynamics simulation of SynGSTC1; Figure S7. Optimal reaction pH of
SynGSTC1 and variants S10T, S10A, S10C and R11A; Figure S8. Structural comparison of the active
site of SynGSTC1 WT with S10T and R11A variants; Figure S9. Phylogeny of the 870 GST sequences
identified in the 222 studied proteomes of the Cyanobacteria / Melainabacteria group and the
11 GSTC-related sequences identified in noncyanobacterial bacteria; Figure S10. Phylogeny of the
147 cyanobacterial GST1 sequences harboring the SRAS motif or related motifs; Figure S11. Phylogeny
of the 222 proteomes of Cyanobacteria/Melainabacteria group considered in this study (high quality
version of the tree provided in Figure 5); Figure S12. Stereoview of the invariant amino acid residues
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180 CHAPITRE 4. APPLICATIONS AUX COMPLEXES PROTEINE-LIGAND

4.4 Perspective d’application a un systeme dynamique : pom-

page de I’ion chlorure par I’halorhodopsine

Pour montrer le pouvoir d’analyse des mécanismes moléculaires dans les protéines par les
descripteurs électrostatiques et les potentiels d’interaction développés dans cette these, nous
avons pour perspective de les appliquer a des systéemes dynamiques. Pour cela, la description
d’une protéine de transport membranaire, I’halorhodopsine, a été entreprise. L’halorhodopsine
est une pompe activée par la lumiere et spécifique a 'anion chlorure. L’étude de cristallographie
résolue en temps de cette protéine par [Mous et al., 2022 leur a permis de discuter la dynamique
des changements conformationnels permettant le passage de I'ion chlorure du milieu extracel-
lulaire vers le cytoplasme. Les calculs de zones d’influence et d’énergies d’interaction qui sont
présentés dans cette partie donnent un apercu du potentiel de ces méthodologies pour revisiter

le mécanisme de transport de cette protéine.

4.4.1 L’halorhodopsine NmHR
Cycle de transport

L’halorhodopsine est une protéine membranaire de la famille des rhodopsines et est pré-
sente chez les archées halophiles. Elle est impliquée dans le pompage d’ions chlorure du milieu
extra-cellulaire vers le cytoplasme. Ce mécanisme est enclenché par I'absorption d’un photon
par le cofacteur rétinal des rhodopsines |[Engelhard et al., 2018|. Les changements structuraux
accompagnant le transport de ’anion seraient entrainés par des effets de nature principalement
électrostatique [Mous et al., 2022], ce qui rend ce systéme particulierement intéressant a étudier
du point de vue des descripteurs développés dans cette these.

En combinant cristallographie résolue en temps, spectroscopie et simulations multi-échelles,
[Mous et al., 2022] ont proposé des mécanismes structuraux détaillés pour expliquer la dynamique
du transport de I'ion chlorure dans I'halorhodopsine NmHR de 1’organisme Nonlabens Marinus.
Dans I’état de repos ("dark state"), le chromophore, a savoir le rétinal, est lié de fagon covalente au
résidu Lys235 par 'intermédiaire d’une base de Schiff. Dans cet état le rétinal est en configuration
trans. L’ion chlorure est localisé dans un site de fixation faisant face a la base de Schiff protonée
du rétinal (RPSB pour "Retinal Protonated Schiff Base"). La photoisomérisation du rétinal
en configuration cis initie le cycle de transport de l’anion. Ce dernier serait alors transféré
de lautre c6té du rétinal par interaction avec les électrons m du chromophore polarisé. Une
premiere barriere moléculaire, appelée « barriere moléculaire stérique », fermerait I'acces au site
de fixation initial suite a la relaxation de I’hélice C de NmHR pour empécher le reflux de I’ion. La
libération du chlorure dans le cytoplasme serait ensuite entrainée par un phénomene de diffusion
assisté par le moment dipolaire global de la protéine, qui présente des charges négatives sur sa
surface extra-cellulaire et des charges positives sur sa surface cytoplasmique.

Le retour vers I’état de repos nécessite I’entrée d’un anion dans la protéine qui serait permise
par la présence d’une petite région chargée positivement sur la surface extra-cellulaire, qui est
chargée négativement par ailleurs. Apres plusieurs étapes de transport assurées par les charges
positives des deux résidus Arg223 et Arg95, I’anion rencontre une seconde barriére moléculaire,

la « barriere moléculaire électrostatique ». Celle-ci servirait de goulot d’étranglement fermant le
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passage vers le site de fixation du rétinal et s’ouvrirait par interaction avec la charge négative
du chlorure. En passant cette barriere, I’anion retourne dans le site de fixation initial tandis que
le rétinal retrouve sa conformation trans de ’état de repos.

Ici, les mécanismes des barrieres moléculaires dites stérique et électrostatique vont étre étu-
diés du point de vue des descripteurs issus de la topologie du potentiel électrostatique et par le

calcul d’énergies d’interaction en utilisant les potentiels ELMAM.

Préparation des systémes

La structure de I’halorhodopsine NmHR a été étudiée par cristallographie résolue en temps
apreés ’exposition du cristal & un rayonnement lumineux au temps initial tg pour activer le
mécanisme de pompage. Seize structures atomiques ont été affinées a différents intervalles de
temps At = t — ty écoulé depuis la photoactivation [Mous et al., 2022]. Pour caractériser la
barriére moléculaire stérique, deux de ces structures ont été choisies. Elles correspondent aux
conformations ou la courbure de I'hélice C est maximale, & At = 1 us (code PDB : 708I), et
minimale, & At = 2,5 ms (code PDB : 7TO8M), suite a la relaxation de celles-ci. Pour la barriére
moléculaire électrostatique, trois autres structures ont été sélectionnées : a At = 12,5 ms (code
PDB : 7080) et & At = 22,5 ms (code PDB : 708Q) entre lesquelles se produit le changement
de conformation interprété comme l'ouverture de la barriere, et & At = 37,5 ms (code PDB :
708T) a partir de laquelle la barriére apparait a nouveau dans son état initial.

Pour chacune de ces structures, apres avoir supprimé les doubles conformations des résidus
de la protéine et les molécules du solvant, les atomes d’hydrogene ont été ajoutés dans leurs
orientations optimisées a l'aide du serveur en ligne MolProbity |[Chen et al., 2010]. Les fichiers
au format MoPro correspondant a ces structures ont été obtenus en utilisant le programme
Import2MoPro [Jelsch et al., 2005]. La densité électronique des résidus de la protéine a été
directement reconstruite par transfert des parameétres multipolaires de la librairie ELMAM2
[Domagata et al., 2012] dans MoProViewer |Guillot et al., 2014]. Les charges formelles des acides
aminés ont été ajustées a +1, Oe pour les lysines et les arginines, & —1, Oe pour les aspartates et les
glutamates et 0,0e pour les autres. Le type atomique correspondant a I'ion chlorure n’étant pas
défini dans la libraire ELMAMZ2, nous avons choisi de le modéliser par une densité électronique
sphérique avec une population de valence P, = 8,0e, de sorte a obtenir une charge formelle
de —1,0e. Le chromophore rétinal et la base de Schiff protonée (PSB) le reliant au résidu
Lys235 faisant apparaitre des types atomiques particuliers, nous avons fait le choix d’affiner des
parametres multipolaires spécifiquement pour cette étude.

Nous avons extrait de la structure de I’état initial (code PDB : 7TO8F) les coordonnées ato-
miques du rétinal en conformation trans et lié a la Lys235. Les atomes de chaine latérale de
Lys235 ont été conservés jusqu’au carbone Cd qui a été remplacé par un groupement méthyle.
La densité électronique théorique de ce systéme a été calculée par la méthode de chimie quan-
tique de haut niveau B3LYP_6-311. Les facteurs de structure obtenus a partir de la densité
électronique théorique ont été utilisés pour affiner a I’aide du logiciel MoPro [Jelsch et al., 2005]
les parametres multipolaires atomiques Pya), P, £ et &/, en tirant profit des symétries de la
molécule. Le facteur d’accord R entre les facteurs de structure d’origine théorique et ceux cal-

culés & partir des parameétres multipolaires affinés est de 0,57%. Le facteur w%([ ), basé sur les
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FIGURE 4.2 — Déformation multipolaire de la densité électronique du rétinal.

La déformation statique de la densité électronique multipolaire du rétinal lié a la Lyys235 sont représentées par des
isosurfaces, en bleu pour l'isovaleur dp(r) = +0, le et en rouge pour l'isovaleur dp(r) = —0, le. Aussi, les surfaces
bleues indiquent les régions d’accumulation d’électrons, sur les liaisons covalentes notamment, et les surfaces
rouges les régions de déplétion d’électrons telles que celle entourant la base de Schiff protonée (PSB). L’encadré
de droite montre les isocontours de densité de déformation & intervalle dp(r) = 0,05e dans le plan du PSB.

intensités, est de 1,2%. La déformation de la densité électronique reconstruite a partir de ces
parameétres multipolaires est illustrée sur la figure [£.2] Les déplétions électroniques autour du
PSB ("Protonated Schiff Base") sont remarquables et sont cohérentes avec la charge positive at-
tendue sur ce groupement. Les parameétres multipolaires ont ensuite été transférés aux structures

de NmHR.
Les cartes de potentiel électrostatique utilisées pour calculer les zones d’influence présentées
par la suite ont été obtenues a partir des distributions de charge multipolaires de la protéine

et du rétinal, en excluant 'ion chlorure afin de visualiser les forces ressenties par celui-ci. Pour

cela, nous avons employé le module Charger [Vukovi¢ et al., 2021] de MoProViewer dans une

boite de calcul entourant la protéine avec une marge de 2,5 A et un pas de grille de 0,2 A.

4.4.2 Barriére moléculaire stérique

Mécanisme proposé par [Mous et al., 2022

Apres avoir quitté le site de fixation initial, nommé CL351, I'ion chlorure est entrainé de
Iautre coté du rétinal, dans le site de fixation CL352 stabilisé par le RPSB et par le résidu
Thr102 (voir figure . Des calculs de chimie quantique ont révélé que cette stabilisation est
dominée par la composante électrostatique entre le chlorure et le RPSB. Une relaxation de
I’hélice C de la protéine est observée a partir de At = 1us, faisant suite au déplacement de I’ion
vers le site CL352 le rapprochant de la sortie cytoplasmique. La courbure de cette hélice est
minimale a At = 2,5ms, lorsque la chaine latérale du résidu Asn98 se positionne dans le site
de fixation initial du chlorure CL351. Ce changement de conformation de 1’Asn98 est interprété
comme la fermeture stérique d’une barriere moléculaire empéchant un reflux de l'ion vers le
milieu extra-cellulaire. La fermeture de cette barriere moléculaire stérique serait scellée par une

liaison hydrogeéne entre les chaines principales des résidus Asn98 et Thr102 (voir figures et
7).
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FIGURE 4.3 — Zone d’influence nucléophile de I'atome Od1 du résidu Asn98 dans la barriere
moléculaire stérique ouverte.

La zone d’influence nucléophile (ZIN) associée aux sites nucléophiles (sphéres rouges) correspondant aux doublets
non-liants de 'atome Asn98-041 dans sa conformation & At = 1us est représentée par la surface rouge. A gauche,
cette ZIN est montrée dans une vue globale de la protéine faisant apparaitre sa structure secondaire, tandis que la
vue de droite est centrée autour des sites de fixation CL351 et CL352 de l'ion chlorure (sphéres cyan). Les lignes
de champ électrique & Pintérieur de cette surface recouvrent un large volume de 210 A3, s’étendant en dehors de
la protéine. Ces lignes de champ rejoignent les sites électrophiles (sphéres bleues) appartenant & plusieurs résidus :
I1e49, Leub3, Ile56, Ser60, Ile64, Asn98, Alal01, Thr102, Cys105, LeulO8 et Ile112, mais ne recouvrent pas le site
de fixation CL351.

Caractérisation par les zones d’influence

L’Asn98 jouant un role essentiel dans le mécanisme de cette barriere moléculaire stérique,
nous avons calculé la zone d’influence nucléophile (ZIN) de son oxygene Ol dans les deux
conformations & At = 1us et At = 2, 5ms. Lorsque la barriére est en conformation ouverte, &
At = 1us, cette ZIN (représentée dans la figure est extérieure a la protéine. En effet, les
lignes de champ électrique & Pintérieur de ce large volume de 210 A3, convergeant vers 1’Asn98,
rejoignent la surface cytoplasmique (haut de la figure ou se trouve le résidu Ile49. Ces
lignes de champ émanent également de sites électrophiles localisés sur les atomes d’hydrogene
et de carbone des résidus suivants : Leud3, Ile56, Ser60, Ile64, Asn98, Alal01, Thr102, Cys105,
Leul08 et Ile112. Les lignes de champ allant du c6té cytoplasmique vers le c6té extra-cellulaire,

I'orientation de cette ZIN est cohérente avec le moment dipolaire global de la protéine décrit

par [Mous et al., 2022|, formé par les charges positives sur la surface cytoplasmique et les

charges négatives sur la surface extra-cellulaire. Dans cette conformation, la ZIN de Asn98-Od1
ne couvre pas le site de fixation CL351 (ni le CL352 occupé par 'ion a At = 1us) et ne montre
pas d’interaction avec le RPSB qui participe a la stabilisation de ce site.

Dans la conformation fermée de la barriére moléculaire stérique, a At = 2, 5ms, la ZIN de
I’Asn98-041 (voir figure n’est plus étendue vers 'extérieur de la protéine mais contenue a

I'intérieur. Les lignes de champ électrique appartenant a cette ZIN s’étendent maintenant dans
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FIGURE 4.4 — Zone d’influence nucléophile de 'atome Od1 du résidu Asn98 dans la barriere
moléculaire stérique fermée.

La zone d’influence nucléophile (ZIN) associée aux sites nucléophiles (sphéres rouges) correspondant aux doublets
non-liants de 'atome Asn98-Od1 dans sa conformation & At = 2,5ms est représentée par la surface rouge. A
gauche, cette ZIN est montrée dans une vue globale de la protéine faisant apparaitre sa structure secondaire,
tandis que la vue de droite est centrée sur la ZIN. Les lignes de champ électrique a U'intérieur de cette surface
recouvrent un volume de 96 A2, plus petit qu'a At = lus et contenu & l'intérieur de la protéine. Ces lignes de
champ rejoignent les sites électrophiles (spheéres bleues) appartenant & plusieurs résidus : Val57, Ser60, Ala61,
Asn98, Trp99, Alal01, Thr102, Lys235 et le rétinal (RET).

un volume de 96 A% plus petit qu’a At = 1us. Elles joignent toujours les sites électrophiles des
résidus Ser60, Asn98, Alal01 et Thr102, ainsi que ceux appartenant a d’autres résidus : Val57,
Ala61, Trp99, Lys235 et le rétinal (RET). Ce volume inclut notamment la position du site de
fixation CL351 supposé fermé par la barriere moléculaire stérique, mais pas le site de fixation
CL352 qui est vide & At = 2,5ms. De plus, la ZIN montre maintenant une interaction entre
I’Asn98 et le RPSB qui n’était pas présente dans la conformation précédente. Par conséquent, les
changements de conformation des résidus de la protéine sont accompagnés par des modifications
remarquables de la topographie des lignes de champ électrique dans le site CL351. L’Asn98,
mais aussi du RPSB, interagissent avec des partenaires électrostatiques différents dans les deux
structures. Ces observations suggerent que la fermeture de cette barriere dite stérique
et al., 2022 pourrait aussi étre assurée par des effets de nature électrostatique stabilisant la

position de I’Asn98 dans ce site.

Caractérisation par calculs d’énergie d’interaction

Pour leur étude, [Mous et al., 2022| ont réalisé des calculs d’énergie d’interaction par analyse

de décomposition de I’énergie (EDA pour "Energy Decomposition Analysis") sur un sous-systéme
modélisant le site de fixation CL352 a At = 1us. Ce sous-systéme, représenté dans la figure
4.5 comprend le rétinal lié a la Lys235, I'ion chlorure et les résidus voisins Asn98, Thr102 et

Asp231. Les résidus de la protéine ont été coupés pour ne garder que les chalnes latérales, entre
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FIGURE 4.5 — Sous-systeme utilisé dans les calculs d’énergies QM pour modéliser le site de
fixation CL352.

Le sous-systéme utilisé dans les calculs d’énergie d’interaction par méthode de chimie quantique [Mous et al.,
2022] a été extrait de la structure tridimensionnelle de I’halorhodopsine & At = 1us. Il modélise le site de fixation
CL352 et comprend 'ion chlorure C1™, La base de Schiff protonée (RPSB) liant le rétinal a la Lys235 et les chaines
latérales des résidus Asn98, Thr102 et Asp231.

les carbones Cd et Ce pour Lys235 et entre Ca et Cf pour les autres. Les valeurs des énergies
d’interaction électrostatique Eglec, de polarisation Ey, de transfert de charge Ecr, de dispersion
Egisp et de répulsion de Pauli Ep,,1; de ce sous-systeme sont fournies en matériel supplémentaire
de larticle [Mous et al., 2022].

Ici, ces valeurs d’énergies issues de méthodes de chimie quantique de haut de niveau de théorie
ont été utilisées pour évaluer la validité des potentiels d’interaction ELMAM dans un systeme
protéique, ceux-ci étant en cours de développement comme décrit au chapitre |3 Pour cela,
nous avons transféré les parametres multipolaires utilisés dans la structure de ’halorhodopsine a
At = 1pus et les polarisabilités atomiques de la librairie ELMAM?2 sur le sous-systéme modélisant
le site de fixation CL352 (figure . Le terme électrostatique ELMAM, Uggt, qui est calculé
par la méthode aEP/MM [Vukovi¢ et al., 2021|, peut étre directement comparé aux valeurs
théoriques Felec. La contribution d’induction dipolaire Uing-gisp, définie comme la différence
entre les énergies électrostatiques obtenues a partir des densités électroniques polarisée et non-
polarisée |[Leduc et al., 2019], peut étre utilisée pour estimer ) mais ce dernier prend également
en compte les effets d’induction quadripolaire et d’ordres supérieurs. Le modele de dispersion
Udgisp employé ici est basé sur les tenseurs de polarisabilité anisotropes, avec le facteur d’échelle
Kgisp = 0, 86 et sans introduire de parametres empiriques dépendant de 'espeéce chimique, celui
du chlore n’ayant pas pu étre affiné (voir partie . Pour le terme d’échange-répulsion Uexch-rep,
le modele de recouvrement des densités électroniques a été utilisé avec la méthode d’intégration
le long de I'axe internucléaire, la coupure de I'intervalle d’intégration Z.yi.of = 0, 6A et le facteur
d’échelle Kexchrep = 2, 00.10716 m*.mol~!, sans facteur dépendant de la distance interatomique et
sans parametres dépendant de ’espeéce chimique (voir partie . Ces deux modeles développés
dans mes travaux de these peuvent étre comparés respectivement aux valeurs de FEgis, et de
FEpaui- La contribution de transfert de charge EoT n’est quant a elle pas estimée dans le modele
actuel du potentiel d’interaction ELMAM.
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Energies QM FEelec Epol ECT Edisp Epaui Eint

Cl~ vs RPSB —-99,47 —-17,92 —-15,39 5,75 52,33 | —86,20

Cl- vs RPSB, T102 ~146,7 —22,11 —20,47 —10,67 107,0 | —92,93

Cl~ vs RPSB, D231 —-114,5 -30,03 —20,23 —7,63 64,00 | —108,4

Cl- vs RPSB, N98, T102, D231 | —166,5 —34,88 —26,66 —14,26 125,8 | —116,5
Energies ELMAM Uelst Uind—disp - Udisp Uexch—rep Uint

ClI- vs RPSB 78,9 327 - 8,13 26,1 | —93.7

Cl- vs RPSB, T102 108 53,4 - 13,8 58,1 ~117

C1- vs RPSB, D231 ~33,2 36,5 - ~8,15 26,9 | 51,0

Cl~™ vs RPSB, N98, T102, D231 | —59,2 —-54,3 - —14,9 58,1 —69,3

TABLEAU 4.1 — Comparaison des énergies d’interaction dans le site de fixation CL352 ob-
tenues par méthodes de chimie quantique avec les résultats des potentiels d’interaction ELMAM.

Les valeurs théoriques (énergies QM) d’énergies d’interaction électrostatique Eelec, de polarisation Epor, de trans-
fert de charge Ect, de dispersion Faisp, de répulsion de Pauli Epaui et totale Ein, obtenues par IMous et al.,
2022] sont présentés dans le haut de tableau (lignes 2 & 5). Les résultats des potentiels d’interaction ELMAM
électrostatique Ukist, d’induction dipolaire Uing-disp, de dispersion Usisp, d’échange-répulsion Uexch-rep €t total Uint
sont donnés dans le bas du tableau (lignes 7 a 10). Plusieurs interactions sont évaluées : entre le chlorure (C17)
et la base de Schiff protonée du rétinal (RPSB) uniquement, entre C1~ et RPSB avec la Thr102, entre C1™ et le
RPSB avec I’Asp231, et entre le C1™ et le RPSB avec I’Asn98, la Thr102 et I’Asp231. Toutes les valeurs d’énergies
sont données en kcal/mol.

Les valeurs de ces énergies d’interaction ont été calculées dans le sous-systeme modélisant
la poche de fixation CL352, entre I'ion chlorure Cl~ et le RPSB uniquement, entre le C1~ et le
RPSB avec Thr102, entre le C1~ et le RPSB avec Asp231 et entre le C1™ et le RPSB avec Asn98,
Thr102 et Asp231. L’ensemble des résultats est donné dans le tableau En comparant les
énergies ELMAM Ut et Uind-disp aux références Fejec et Epo1, d'importants écarts sont observés.
La contribution électrostatique est sous-estimée en valeur absolue par le modele ELMAM, avec
une erreur relative allant de 21% pour l'interaction entre le C1~ et le RPSB, jusqu’a 71% pour
I'interaction entre le C1~ et le RPSB avec Asp231. Au contraire, la contribution d’induction est
surestimée en valeur absolue, de 22% pour U'interaction entre le C1~ et le RPSB avec Asp231,
et de 142% pour l'interaction entre le Cl~ et le RPSB avec Thrl102. La somme des termes
Uelst + Uind-disp reproduit mieux la somme Egjec + Epol que les contributions individuelles, avec
des écarts relatifs de seulement 5% pour les interactions entre le Cl~ et le RPSB et entre le
Cl™ et le RPSB avec Thr102. Il est donc possible que les termes électrostatique et d’induction
ne soit pas distingués de la méme maniere entre la méthode EDA et le potentiel ELMAM.
Par exemple, I'interaction entre dipdles permanents qui est incluse dans le terme ELMAM Uyt
appartient peut-étre au terme quantique E,. En revanche, pour les interactions comprenant le
résidu Asp231, lerreur sur cette somme reste tres élevée, de ordre de +80 kcal/mol. En effet,
la répulsion électrostatique entre les charges négatives de Cl™ et de I’Asp231 est surestimée par
le modele ELMAM car celle-ci est calculée en utilisant la permittivité diélectrique du vide eq
tandis qu’en réalité le rétinal situé entre les deux charges écrante cette interaction déstabilisante.

Pour la contribution de dispersion, le modele ELMAM reproduit les valeurs de référence
avec des erreurs absolues allant de 0,3 kcal/mol pour linteraction entre le Cl~ et le RPSB
avec Asn98, Thr102 et Asp231, a 3,2 kcal/mol pour l'interaction entre Cl~ et le RPSB avec

Thr102. En revanche, pour le terme d’échange-répulsion, 'accord entre les résultats ELMAM



4.4. POMPAGE DE L’ION CHLORURE PAR L’HALORHODOPSINE 187

Energies ELMAM Uelst Uind-dip Udisp Uexch-rep Uint
At = 1us -8,37  -6,16 -5,65 9,72 -10,5
At = 2, 5ms 279  -195 -134 320 | -289

TABLEAU 4.2 — Energies d’interaction entre I’Asn98 et la Thr102 avec la Lys235 et le rétinal a
partir des potentiels ELMAM.

Les résultats des potentiels d’interaction ELMAM électrostatique Uelst, d’induction dipolaire Uing-disp, de disper-
sion Udisp, d’échange-répulsion Uexch et total Uiny entre le résidu Asn98 et les résidus Thr102, Lys235 et RET
(rétinal) sont donnés en kcal/mol. Ces valeurs ont été calculées dans la structure de ’halorhodopsine a At = 1us
(conformation ouverte de la barriere moléculaire stérique) et & At = 2,5ms (conformation fermée de la barriére
moléculaire stérique). Les valeurs d’énergie de ce tableau sont données en kcal/mol.

et les énergies d’origine quantique est mauvais pour toutes les interactions, avec des erreurs
relatives de 'ordre de 50%. Ces erreurs peuvent étre expliquées par le choix de modélisation
de l'ion chlorure avec une densité électronique a symétrie sphérique qui pourrait induire une
mauvaise estimation du recouvrement des densités. Enfin, la contribution de transfert de charge
s’avere significative dans ces interactions et pourrait faire I’objet d’une modélisation future dans
le modele ELMAM. Cette analyse a donc permis de mettre en lumiere plusieurs perspectives
d’amélioration du potentiel d’interaction ELMAM pour rendre les estimations plus proches des
valeurs théoriques dans les protéines. Néanmoins, contrairement aux méthodes quantiques, le
modele ELMAM a l'avantage de ne pas étre restreint & une application & un sous-systéme mais
peut étre appliqué directement dans la protéine en restant rapide en temps de calcul.

Nous avons également appliqué les modeles énergies d’interaction ELMAM dans la barriere
moléculaire stérique, le role de I’Asn98 n’ayant pas été caractérisé par les calculs de chimie
quantique. En particulier, les différentes contributions a 1’énergie d’interaction entre le résidu
Asn98 et les résidus Thr102, Lys235 et RET (rétinal) ont été calculées dans la conformation
ouverte de la barriere a At = 1us et dans sa conformation fermée a At = 2,5ms. Les résultats
obtenus sont regroupés dans le tableau Toutes les contributions sont plus élevées (en valeurs
absolues) dans la conformation fermée par rapport a la conformation ouverte, ce qui confirme
une interaction plus forte de I’Asn98 avec ces résidus dans le site de fixation CL351. De plus,
les composantes électrostatique et d’induction sont plus stabilisantes que la contribution de
dispersion, appuyant une nature plutot électrostatique de cette interaction. Les développements
futurs des potentiels d’interaction ELMAM permettraient de confirmer (ou non) cette conclusion
mais cet exemple de calcul permet déja d’illustrer une utilisation possible de ces modeles pour

I’étude des protéines.

4.4.3 Barrieére moléculaire électrostatique
Mécanisme proposé par [Mous et al., 2022|

Apreés son entrée dans la protéine, le chlorure diffuserait jusqu’a la barriere moléculaire
électrostatique formée par le pont salin entre les résidus Arg95 et Asp231. L’interaction entre
la charge négative de l'ion et les charges de ces deux résidus entrainerait le changement de
conformation de la chaine latérale de 1’Asp231 observé entre At = 12,5ms et At = 22, 5ms.

L’ Asp231 interagissant alors avec son voisin His29 plutot qu’avec Arg95 permettrait 'ouverture
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FIGURE 4.6 — Zones d’influence électrophile dans la barriere moléculaire électrostatique.

Les zones d’influence électrophile (ZIE) associées aux atomes He, Hnll, Hnl2, Hn21 et Hn22 du groupement
guanidinium de I’Arg95 sont représentées par des surfaces bleu foncé et les ZIE associées aux atomes H§2, Hel
et Ho1 (ou He2 & At = 22,5ms) du groupement imidazole de I’'His29 par des surfaces bleu clair. Elles ont été
calculées dans les structures de ’halorhodopsine a At = 12, 5ms, 22, 5ms et 37, 5ms. Les lignes de champ électrique
contenues dans ces ZIE émanent des sites électrophiles localisés par des sphéres bleues et certaines convergent vers
les sites nucléophiles (sphéres rouges) correspondant aux doublets non-liants des atomes d’oxygéne du groupement
carboxyle de I’Asp231 dans les trois structures.

de la barriére moléculaire. L’anion serait alors capable de passer cette barriere avant de se
diriger vers son site de fixation initial CL351. A At = 37, 5ms, l'ion est effectivement localisé a
proximité du site CL351 et le pont salin entre Arg95 et Asp231 est rétabli, refermant la barriere
pour empécher la fuite du chlorure vers le solvant (voir figure .

Caractérisation par les zones d’influence dans la barriére moléculaire stérique

Le mécanisme de la barriere électrostatique moléculaire repose sur les interactions entre
les résidus Arg95, Asp231 et His29. Nous avons donc calculé les zones d’influence électrophile
(ZIE) des protons des groupements guanidinium d’Arg95 et imidazole d’His29, ainsi que les
zones d’influence nucléophile (ZIN) des atomes d’oxygene du groupement carboxylate d’Asp231
a At = 12,5ms, 22, 5ms et 37, 5ms. Les ZIE de 1’Arg95, représentées en bleu foncé sur la figure
[4.6] occupent des régions quasiment identiques dans les trois structures, avec un volume variant
de 130A% & At = 12,5ms, 162A% & At = 22,5ms et 141A% & At = 37,5ms. Les partenaires
électrostatiques d’Arg95 vers lesquels convergent les lignes de champ électrique contenues dans
ces volumes, dont notamment les oxygenes carboxylates de 1’Asp231, ne changent pas dans la
conformation ouverte de la barriére moléculaire a At = 22, 5ms.

Pour les ZIE de I'His29, représentées en bleu clair dans la figure [£.6] 'ouverture de la barriére
change la topographie des lignes de champ électrique suite au retournement du cycle imidazole
et du passage du proton sur I'atome d’azote NJ1 en conformation fermée vers I'atome d’azote
Ne2 en conformation ouverte. Lorsque la barriere est fermée, a At = 12, 5ms et 37, bms, seule la
ZIE de 'hydrogene Hel rejoint I’Asp231, et s’étend également vers 'atome d’oxygeéne du résidu
Leu2l. Les lignes de champ électrique émergeant de 'atome H2 convergent quant a elles vers
les oxygenes des résidus His29, Val57 et Met58, et celles du proton de 'azote NJ1 vers 'atome
Gly25-0. Ces ZIE occupent un volume total de 85A% & At = 12,5ms et de 69A3 & 37, 5ms.

Lorsque la barriére moléculaire est ouverte, a At = 22,5ms, les trois ZIE se concentrent sur
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FIGURE 4.7 — Zones d’influence nucléophile dans la barriere moléculaire électrostatique.

Les zones d’influence nucléophile (ZIN) associées aux doublets non-liants des atomes Od1 et 02 du résidu Asp231
sont représentées par des surfaces rouges. Ces ZIN ont été calculées dans les structures de 1’halorhodopsine a
At = 12,5ms, 22,5ms et 37,5ms. Parmi les lignes de champ électrique a l'intérieur de ces surfaces, certaines
émanent des sites électrophiles (sphéres bleues) des résidus Arg95 et His29 avant de converger vers les sites
nucléophiles (sphéres rouges) de I’Asp231 dans les trois structures.

1’Asp231 et leur volume total est réduit & 30A3. Finalement, il existe dans les trois structures
étudiées ici des lignes de champ électrique émanant & la fois de Arg95 et de His29 qui convergent
vers Asp231, dans les conformations ouverte et fermée de la barriere moléculaire.

La représentation des ZIN des atomes Od1 et 002 I’Asp231, par des surfaces rouges dans
la figure est complémentaire & celle des ZIE. Le volume total de ces ZIN est de 14243 &
At = 12, 5ms, 265A% & At = 22, 5ms et 300A% & At = 37, 5ms. L’augmentation de ce volume,
qui n’apparait pas de maniére évidente depuis 'angle de vue choisi pour I'image [£.7], s’explique
par une extension des ZIN vers des contributeurs plus éloignés, situés derriere le plan de cette
image. Dans les trois structures, les ZIN confirment la présence d’interactions électrostatiques
entre ’Asp231 et a la fois ’Arg95 et I’'His29, pour les conformations ouverte et fermée de la bar-
riere moléculaire. Contrairement au cas de la barriere moléculaire stérique, dans cette barriere
moléculaire électrostatique les changements de conformations des résidus n’induisent pas d’im-
portantes modifications dans la topographie des lignes de champ électrique. Cette observation
suggere que le passage de l'ion chlorure par cette barriere est peut-étre également assuré par
d’autres phénomenes que les effets électrostatiques. Par exemple, I’écartement entre les chaines
latérales de ’Arg95 et de I’Asp231 a At = 22, 5ms pourrait réduire I’encombrement stérique de

maniere a laisser passer l’ion par diffusion.

En résumé,

I’application des calculs de zones d’influence et d’énergies d’interaction ELMAM aux pro-
téines possede un pouvoir d’analyse de la dynamique des mécanismes structuraux prometteur,
comme illustré ici dans le cas des deux barrieres moléculaires de ’halorhodopsine. En effet, ces
méthodologies ont déja permis de décrire la conservation des contributeurs aux forces électro-
statiques et les directions de celles-ci lors de changements conformationnels et de discuter la
nature électrostatique ou non des phénomeénes influant sur les ouvertures et fermetures de ces

barrieres. Dans la perspective de montrer 1’utilisation de nos descripteurs pour décrire d’autres
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effets dynamiques, ’analyse des autres étapes du transport de l’ion chlorure est en cours de
réalisation. Par exemple, les résidus appartenant a la région chargée positivement de la surface
extra-cellulaire de la protéine responsable de I’entrée de I'ion pourront étre identifiés grace a la
visualisation des zones d’influence électrophile s’étendant vers le solvant. L’interaction entre la
charge de ’anion et les électrons m du chromophore participant au mécanisme d’entrainement
de l’ion du site de fixation CL351 vers le site CL352 pourra également étre caractérisée par le

calcul de la variation des énergies d’interaction chlorure — rétinal entre ces deux configurations.

4.5 Conclusion partielle de chapitre

Dans ce chapitre, les descripteurs issus de la topologie du potentiel électrostatique et les
modeles d’énergie d’interaction ELMAM développés dans mes travaux thése ont été appliqués a
différents systémes protéiques. Pour montrer différentes utilisations des descripteurs électrosta-
tiques [Mocchetti et al., 2023|, notamment des zones d’influence électrophile et nucléophile, nous
avons analysé la trypsine, une protéase a sérine dont le mécanisme est bien connu. En effet, grace
a la visualisation des surfaces correspondantes, les atomes ou groupements d’atomes participant
a la fixation d’un substrat sont révélés, méme lorsqu’ils sont situés a longue distance et ne sont
donc pas caractérisés par des analyses classiques. Ces descripteurs permettent aussi de prédire
les résidus pouvant diriger I’approche du substrat a travers le solvant avant de le fixer et donc
de proposer des mutations potentielles pour améliorer ’affinité électrostatique du complexe. Ils
peuvent par ailleurs étre employés pour discuter la description d’un mécanisme enzymatique.
Par conséquent, nos descripteurs électrostatiques proposent un nouveau point de vue pour ca-
ractériser les systémes protéiques grace auquel de nouvelles informations sont apportées dans les
études de biologie structurale. C’est ce que nous avons montré dans l'analyse du complexe de
la neuropiline 1 avec un ligand peptidique |Goudiaby et al., 2023]. De méme, les contributions
de chaque résidu a la fixation du ligand peuvent étre quantifiées et classifiées grace aux modeles
d’énergie d’interaction ELMAM et la nature de ces interactions peut étre discutée. Nous avons
notamment appliqué les calculs d’énergie d’interaction électrostatique a l’enzyme SynGSTC1
dans ce but [Mocchetti et al., 2022].

Dans la perspective d’appliquer les descripteurs électrostatiques et les potentiels d’interac-
tion ELMAM aux systémes dynamiques, nous avons entrepris I'analyse du transport de 'ion
chlorure par 'halorhodopsine NmHR. La description des deux barrieres moléculaires identifiées
par I'étude de [Mous et al., 2022| a été réalisée du point de vue de nos méthodologies. L’étude
des zones d’influence dans la barriére dite stérique a montré d’importantes modifications dans
la topographie des lignes de champ électrique en réponse aux changements conformationnels,
suggérant un possible role d’interactions de nature électrostatique dans la fermeture cette bar-
riere. Cette idée est renforcée par la contribution majoritaire du terme électrostatique dans les
énergies d’interaction calculées en utilisant les potentiels ELMAM. Au contraire, dans la bar-
riere moléculaire dite électrostatique, les lignes de champ ne sont quasiment pas impactées par
les changements de conformation des résidus Arg95, Asn231 et His29, suggérant la contribution
d’autres phénomenes de type stérique ou diffusif par exemple pour assister le passage de l'ion.
L’analyse des autres étapes de transport du chlorure permettrait de caractériser 1'utilisation

de nos approches pour d’autres aspects dynamiques, comme 'entrée de I'ion dans la protéine
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depuis le milieu extra-cellulaire ou encore sa diffusion assistée par le moment dipolaire global de
I’halorhodopsine.

En bref, les descripteurs issus du potentiel électrostatique et les potentiels d’interaction EL-
MAM apportent des informations supplémentaires pour la caractérisation des protéines en com-
plément des analyses structurales classiques. Leur implémentation dans le logiciel MoProViewer
les rend pratiques a mettre en ceuvre pour la communauté de biologie structurale, contraire-
ment & d’autres outils théoriques tels que les méthodes QM /MM et de dynamique moléculaire

qui nécessitent une expertise particuliere.
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Chapitre 5
Conclusion globale et perspectives

Dans l'objectif d’étendre les approches de cristallographie quantique aux études de biolo-
gie structurale, de nouveaux descripteurs électrostatiques applicables aux macromolécules bio-
logiques ont été développés. En effet, grace aux bases de données telles que la librairie EL-
MAM?2 [Domagala et al., 2012], le transfert des parameétres du modeéle multipolaire de Hansen
et Coppens [Hansen et Coppens, 1978 permet de reconstruire une densité électronique de pro-
téine faisant apparaitre des détails fins tels que les électrons des liaisons covalentes et des doublets
non-liants. Les deux types de méthodologie développés dans cette thése reposent sur cette des-
cription précise de la distribution électronique moléculaire. Le premier objectif était de définir
des descripteurs issus de la topologie du potentiel électrostatique et de montrer leur intérét
pour I'analyse des systemes protéiques. Le second consistait en la construction d’un potentiel
d’interaction de van der Waals, comprenant les modeles d’énergies de dispersion et d’échange-
répulsion, basé sur les quantités transférables de la librairie ELMAMZ2. Ce chapitre final propose
un retour sur les développements et applications réalisés pour ces deux approches ainsi que les

perspectives de ce travail.

Le potentiel électrostatique V(r) est généralement employé en biologie structurale pour co-
lorer la surface d’accessibilité au solvant entourant une protéine ou son ligand [Weiner et al.,
1982|. Ce type de représentation met en évidence les complémentarités électrostatiques dans un
complexe mais restreint la description & une surface moléculaire. En réalité, le champ scalaire
V (r), défini dans R3, est riche en informations sur I’étendue et la directionnalité des interactions
électrostatiques. L’analyse topologique de ce champ scalaire propose quant a elle une appréhen-
sion tridimensionnelle des forces électrostatiques, reposant sur la répartition spatiale des lignes
de champ électrique. Des méthodologies basées sur la topologie du potentiel électrostatique
avaient déja été explorées pour la caractérisation de petites molécules [Mata et al., 2007, Mohan
et al., 2013, Mata et al., 2015, Kumar et Gadre, 2016, /Alkorta et al., 2019] mais pas dans les
macromolécules.

Pour I'appliquer aux protéines, j’ai développé des descripteurs graphiques issus de cette ap-
proche reposant sur la définition des points critiques et des bassins topologiques du potentiel
électrostatique. Les points critiques de V' (r) sont définis comme les points ou le vecteur champ
électrique E(r) est nul. Quatre types de points critiques sont distingués : les maxima locaux
(3, —3), les minima locaux (3,+43) et les points-selles (3, —1) et (3,+1). Les maxima (3, —3) sont

193
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localisés sur les noyaux des atomes et les minima (3,+3) correspondent a des concentrations
locales d’électrons pouvant indiquer la présence d’un doublet non-liant. Ces maxima et minima
locaux révelent les positions des sites électrophiles et des sites nucléophiles respectivement. Les
points-selles (3, —1) caractérisent les interactions interatomiques covalentes ou non et les (3, +1),
les cycles moléculaires. Ces points-selles apparaissent également dans ’espace moléculaire sans
interprétation clairement définie en termes de propriétés moléculaires. Pour déterminer les po-
sitions des points critiques, j’ai employé la méthode définie par [Balanarayan et Gadre, 2003]
permettant de les estimer puis ’algorithme de minimisation de Newton-Raphson pour les affiner,

comme décrit dans la partie 2.1}

Les lignes de champ électrique se regroupent sous la forme de faisceaux émergeant d’un
site électrophile (point critique (3,—3)) et convergeant vers un site nucléophile (point critique
(3,43)). Un faisceau primaire de lignes de champ est associé a un unique site électrophile
et un unique site nucléophile et constitue un bassin topologique du potentiel électrostatique.
L’union des faisceaux primaires associés a un méme site électrophile forme la zone d’influence
électrophile (ZIE) de 'atome auquel appartient ce site. De méme, 'union des faisceaux primaires
associés & un méme site nucléophile forme la zone d’influence nucléophile (ZIN) de ’atome auquel
appartient ce site. Dans le but de déterminer les surfaces entourant les faisceaux primaires et
les zones d’influence électrophile et nucléophile, j’ai développé une nouvelle méthode, détaillée
dans la partie [2.2] reposant sur la vérification des conditions aux extrémités des lignes de champ
électrique a 'intérieur de ces surfaces. Ces dernieres étant par définition des surfaces de flux nul
du potentiel électrostatique, 'application du théoréme de Gauss permet de vérifier les charges
contenues dans les volumes correspondant. Le test des ZIE du complexe N-méthylacétamide -
méthanol dans la partie [2.3] a révélé des erreurs absolues sur la charge électronique de l'ordre de
+0, 10e et des erreurs relatives allant de 1% a 10% selon les atomes considérés, et globalement
une erreur de 0,12e sur tout le systéme, soit 0,02% de la charge électronique totale. Ces résultats
permettent de conforter la méthode développée ici pour déterminer les contours des faisceaux

primaires et des zones d’influence.

L’implémentation de ces méthodes dans le logiciel MoProViewer, discutée dans la partie
permet de mettre en application facilement nos descripteurs graphiques dans les systemes
protéine-ligand. Grace a ces outils, nous avons pu montrer différentes utilisations des approches
basées sur la topologie du potentiel électrostatique pour 1’étude des protéines. Pour cela, nous
avons analysé les systémes décrits au chapitre [4] : la trypsine, une protéase & sérine dont le
mécanisme enzymatique est bien connu (partie , la neuropiline 1, une protéine membranaire
impliquée dans de nombreux processus biologiques mais aussi dans le développement de cer-
tains cancers (partie , et ’halorhodopsine, une protéine de transport membranaire d’ions
chlorure (partie . Ces applications ont révélé la capacité de nos descripteurs a mettre en
évidence les atomes et groupements d’atomes de la protéine impliqués dans les forces électrosta-
tiques stabilisant la fixation du ligand. Grace a la visualisation de 1’étendue et de la direction
de ces forces, les contributeurs situés a longue distance sont également identifiés et les roles de
différents résidus peuvent étre comparés pour déterminer le principal acteur d’une interaction.
Les résidus capables de diriger ’approche d’un ligand sont prédits par la mise en évidence de

leur influence s’étendant au-dela de la surface de la protéine. De plus, les mécanismes enzyma-
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tiques peuvent étre discutés sur la base de la répartition des lignes de champ électrique dans le
site actif, celles-ci étant a 'origine des forces coulombiennes ressenties par les résidus impliqués
dans ces mécanismes mais aussi des phénomenes de polarisation enzyme-substrat. Les méca-
nismes influengant les dynamiques structurales peuvent également étre décrits en caractérisant
les modifications de partenaires électrostatiques et de directions des forces faisant suite aux

changements de conformation des résidus de la protéine.

Au-dela de la détermination des liaisons hydrogene par contacts locaux entre résidus et de la
caractérisation des régions chargées en surface, les descripteurs issus de la topologie du potentiel
électrostatique apportent des informations nouvelles dans les études de biologie structurale par
rapport aux méthodes classiques. Ces approches originales, analysables et interprétables grace a
la topographie des lignes de champ électrique, proposent un nouveau paradigme considérant le
potentiel électrostatique d’une protéine dans son ensemble et en trois dimensions. Contrairement
aux surfaces colorées par le potentiel qui sont typiquement représentées a 1’échelle des résidus,
voire de la protéine dans son ensemble, les contributeurs aux interactions électrostatiques sont
déterminés a 1’échelle de ’atome par ces descripteurs. Ceux-ci sont pratiques a mettre en ceuvre
grace a leur implémentation dans MoProViewer, dés lors qu'un potentiel électrostatique est
disponible sur une grille 3D, et ne requierent pas une expertise particuliere pour les utiliser
contrairement a d’autres outils avancés tels que les méthodes de QM/MM et de dynamique

moléculaire.

Pour rendre les descripteurs graphiques encore plus facilement interprétables, plusieurs déve-
loppements sont prévus dont 'affichage des directions moyennes des lignes de champ électrique
dans les faisceaux primaires. La parallélisation de l'algorithme permettrait de réduire le temps
d’exécution des calculs des surfaces entourant les faisceaux primaires et les zones d’influence. Des
informations quantitatives pourraient étre apportées par la coloration de ces surfaces en fonction
de la valeur du potentiel électrostatique ou de la magnitude du champ électrique. L’évaluation de
I’énergie électrostatique interne E = 1/2¢q [ |E|*>dV par intégration du champ électrique dans
un faisceau primaire est également envisagée. D’autres outils pourraient rendre la description
plus intuitive comme la programmation d’une sonde réactive qui afficherait la zone d’influence

intersectant la position courante tout en se déplacant dans I’espace moléculaire.

Une autre perspective importante est ’application de ces descripteurs a des systémes dyna-
miques. L’analyse du mécanisme de pompage de l'ion chlorure par I’halorhodopsine que nous
avons entreprise a déja permis d’aborder l'influence des changements structuraux sur les phé-
nomenes électrostatiques qui pourrait étre discutée plus en détails avec la poursuite de cette
étude sur 'ensemble du cycle de transport. Pour aller plus loin, la caractérisation de ’évolution
temporelle des zones d’influence le long de trajectoires de dynamique moléculaire est envisa-
gée. Notamment, le calcul de moyennes d’ensembles statistiques sur les volumes correspondant
permettrait de discuter de leur conservation et donc du caractére essentiel d’interactions spéci-
fiques pour un mécanisme. De méme, il serait intéressant d’analyser le lien entre la conservation
de résidus et la conservation de I'’environnement électrostatique, par exemple dans le site actif
d’enzymes d’'une méme famille. L’existence d’une signature électrostatique pourrait notamment
étre investiguée. Les effets de mutations ponctuelles de résidus sur la topographie des lignes de

champ électrique pourraient également étre caractérisés. La perspective d’application des zones
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d’influence pour la description de mécanismes enzymatiques encore non-résolus est également
considérée, en particulier dans le cas de I'activation du glutathion par 'enzyme SynGSTC1 men-
tionnée dans la partie Par ailleurs, il serait intéressant de vérifier I'impact de I'utilisation
de potentiels électrostatiques d’origines différentes, a partir de charges ponctuelles ou par réso-
lution de I’équation de Poisson-Boltzmann par exemple, sur la définition des surfaces entourant

les zones d’influence et les faisceaux primaires.

Le second objectif de mes travaux de these consistait a définir un modele d’énergie d’inter-
action basé sur les parametres de densité électronique et les tenseurs de polarisabilité atomique
transférables de librairie ELMAM?2 [Domagala et al., 2012]. L’énergie d’interaction intermolé-
culaire est généralement décomposée en quatre contributions : énergie électrostatique coulom-
bienne Eeg, énergie d’induction Ejnq (ou de polarisation), énergie de dispersion Egig, et énergie
d’échange-répulsion Fexchrep (0u simplement de répulsion). Les potentiels interatomiques clas-
siques des champs de forces proposent des modeles paramétrés pour estimer ces contributions a
faible colit computationnel mais leur caractere empirique ainsi que les approximations utilisées
pour leur définition conditionnent la transférabilité de ces modeles d’un systeme a 'autre. Les
méthodes ab initio de chimie quantique fournissent quant a elles des résultats d’une grande
précision mais sont trop cotiteuses en temps de calcul pour étre appliquées sur une structure
de macromolécule dans son ensemble. Les approches hybrides de QM /MM permettent d’étudier
de larges systemes en tirant avantage de la précision des méthodes quantiques pour décrire la
région chimiquement active et des méthodes classiques pour traiter le reste du systeéme a cofit
computationnel moindre. Néanmoins, ces approches restent difficiles a mettre en ceuvre, néces-
sitent toujours des moyens computationnels importants et demandent une expertise particuliere

pour étre employées.

Le potentiel d’interaction total ELMAM repose quant a lui sur la description précise de la
distribution électronique moléculaire sur la base de données cristallographiques, en introduisant

un minimum de parametres empiriques, tout en restant simple a utiliser et performant en temps

de calcul. Pour cela, les évaluations des contributions électrostatique UgSI;MAM et d’induction

: - ELMAM
dipolaire Uy, dip

et al., 2019, Vukovi¢ et al., 2021]. Un modele d’énergie de van der Waals, composé des termes de

de ce potentiel avaient déja été établies dans de précédents travaux [Leduc

dispersion et d’échange-répulsion, a donc été développé pour compléter le potentiel d’interaction
total ELMAM. Ces deux contributions ont été optimisées séparément et testées par comparaison
aux valeurs de référence d’énergie d’interaction SAPT dans le jeu de données de benchmarking

de petites molécules organiques NENCI-2021 [Sparrow et al., 2021].

Le potentiel de dispersion UE%VIAM, détaillé dans la partie a été construit sur la base
de l'approximation de London utilisant les tenseurs de polarisabilités anisotropes atomiques
transférés. Le facteur de détermination des résultats de ce modele par rapport aux valeurs
SAPT était R? = 0,946 avec une erreur absolue moyenne de 0,44 kcal/mol. L’introduction de
parametres empiriques dépendant de I'espéce chimique a légérement augmenté la qualité de
ces résultats avec R? = 0,953 et une erreur absolue moyenne de 0,39 kcal/mol. L’analyse de
I'influence de la composition du dimere considéré sur les résultats du modele ELMAM a révélé

que les systemes dominés par des interactions de type dispersif présentent de meilleures valeurs
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de R? que ceux dominés par des interactions électrostatiques coulombiennes.

xch-rep

Le potentiel d’échange-répulsion UeELMAM décrit dans la partie a été défini a partir
du modele de recouvrement des densités électroniques, basé sur les parametres multipolaires
transférés de la librairie ELMAM2. Le recouvrement des densités correspondant a I'intégrale du
produit de deux densités électroniques atomiques, plusieurs méthodes de calcul ont été testées.
Par intégration le long de I'axe internucléaire avec une longueur d’intervalle optimisée, le coef-
ficient de détermination R? = 0,957 et I'erreur absolue de 1,10 kcal/mol ont été obtenus. Ce
modele ne repose sur aucun parametre empirique, excepté un facteur d’échelle nécessaire pour
prendre en compte la différence de dimension entre I’énergie et le recouvrement des densités. Par
ailleurs, I’'ajout dans le modele d’un facteur dépendant de la distance interatomique, qui avait
été proposé dans de précédentes études |[Soderhjelm et al., 2006, Misquitta et Stone, 2016,|Ra-
ckers et Ponder, 2019], n’a pas amélioré davantage ces résultats. L’introduction de parameétres
empiriques dépendant de l’espéce chimique a par contre permis d’obtenir R? = 0,969 et une
erreur absolue moyenne de 0,89 kcal /mol. L’analyse de I'influence de la composition des dimeéres

étudiés sur les résultats du modele n’a pas révélé de dépendance particuliere.

Le potentiel de van der Waals ELMAM, discuté dans la partie [3.4] est défini comme la
somme des potentiels de dispersion et d’échange-répulsion ELMAM. Sans parameétre empirique,
les résultats obtenus sont corrects, avec R? = 0,915 et une erreur absolue moyenne de 1,21
kcal/mol, mais ne sont pas aussi bons que pour les contributions individuelles. En considérant
les potentiels de dispersion et d’échange-répulsion avec les parametres empiriques dépendant
de l'espéce chimique, la corrélation avec les valeurs de référence avec R? = 0,932 et une er-
reur absolue moyenne de 1,00 kcal/mol. Ces résultats restant inférieurs a ceux des contributions
prises séparément, des coeflicients de combinaison linéaire de ces deux termes ont été affinés.
Ils permettent d’améliorer les résultats du modele sans parametre, avec R? = 0,925 et une er-
reur absolue moyenne de 1,10 kcal/mol, mais pas ceux avec paramétres empiriques. L’étude de
I'influence de la composition du dimere considéré sur le potentiel de van der Waals a permis de
mettre en évidence de meilleurs facteurs R? pour les systémes dominés par des interactions élec-
trostatiques pour lesquels la contribution d’échange-répulsion est majoritaire. En revanche, pour
les systémes dominés par des effets dispersifs, les termes de dispersion et d’échange-répulsion
sont du méme ordre de grandeur mais, puisque leurs signes sont opposés, leur somme est proche
de V'erreur absolue moyenne, causant une décorrélation avec les valeurs d’énergie de référence.
Pour le potentiel d’interaction total ELMAM, c’est-a-dire la somme des quatre contributions
électrostatique, d’induction dipolaire, de dispersion et d’échange-répulsion, un effet similaire est
observé. De méme que pour les systémes dominés par des interactions dispersives, les systemes
dominés par des effets coulombiens présentent des énergies d’interaction électrostatique et d’in-
duction dont la somme est du méme ordre que la contribution d’échange-répulsion en valeurs
absolues. Par conséquent, le potentiel d’interaction total prend de faibles valeurs, s’approchant
des erreurs absolues moyennes sur les différentes contributions, ce qui réduit considérablement
la corrélation entre les résultats du modele ELMAM et les valeurs de référence. Néanmoins, les
résultats individuels de ces modeles permettent d’estimer les différentes contributions a 1’énergie
et de les comparer entre elles de facon a pouvoir discuter la nature des interactions dominantes

dans un systéme.
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Dans les complexes protéine-ligand, les contributions de chaque résidu a la fixation du li-
gand peuvent étre quantifiées et classifiées grace aux modeles d’énergie d’interaction ELMAM.
Nous avons notamment appliqué les calculs d’énergie d’interaction électrostatique a l’enzyme
SynGSTC1, comme décrit dans la partie afin de mettre en évidence les points d’ancrage
principaux du ligand glutathion dans sa poche de fixation. Dans la perspective d’étude de la
dynamique du mécanisme de transport de 1’halorhodopsine présentée dans la partie les
quatre contributions du potentiel d’interaction ELMAM ont été calculées dans un site de fixa-
tion de I'ion chlorure et comparées aux valeurs obtenues par méthodes de chimie quantique. Les
potentiels ELMAM fournissent des estimations correctes de ces contributions bien qu’ils soient
conditionnés par la disponibilité de parametres multipolaires pour tout le systeme, ce qui ne fut
pas le cas pour l'ion chlorure. Néanmoins, notre modele a ’avantage de pouvoir étre appliqué sur
le systéme réel, comprenant I’ensemble de la protéine, tandis que les méthodes quantiques sont
restreintes a un sous-systéme de quelques dizaines d’atomes pour fournir des résultats dans un
délais raisonnable. De plus, les estimations des potentiels ELMAM ont permis par comparaison
des différentes contributions d’appuyer ’hypotheése de la nature électrostatique du mécanisme

de la barriere moléculaire dite stérique de I'halorhodopsine.

Ces premiéres applications a des systemes protéiques ont illustré le potentiel prometteur
des modeles d’énergie d’interaction ELMAM pour décrire la force et la nature des interactions
protéine-ligand, bien que ceux-ci soient encore en cours de développement pour améliorer leur
pouvoir prédictif d’énergies de référence calculées théoriquement. Notamment, pour le poten-
tiel de dispersion ELMAM, une variante plus avancée de l'approximation de London serait
intéressante a considérer : le modele de Slater-Kirkwood qui fait intervenir la notion de nombre
d’électrons effectif d’un atome qu’il serait possible d’estimer a partir du parametre de population
de valence du modele multipolaire. Pour le potentiel d’échange-répulsion qui semble essentielle-
ment dépendre de la méthode d’intégration choisie pour obtenir le recouvrement des densités, la
paramétrisation de cette intégrale peut étre encore optimisée. Par ailleurs, pour réduire les effets
de sommation des erreurs de termes de signes opposés dans le modele de van der Waals et dans
le potentiel d’interaction total, des parametres empiriques affinés directement contre les valeurs
de référence d’énergie totale plutét que contre les termes individuels pourraient étre introduits.

Un modele estimant la contribution de transfert de charge pourrait également étre ajouté.

Pour aller plus loin, une fois que le potentiel d’interaction total ELMAM sera optimisé pour
reproduire des résultats de méthodes quantiques, celui-ci pourrait étre employé comme terme
enthalpique d’une fonction de scoring de docking moléculaire. En effet, ces approches utilisées en
conception de médicaments prédisent les ligands ayant le meilleur potentiel pour se fixer sur une
protéine cible en calculant les différentes contributions de cette interaction tels que les termes
enthalpiques, entropiques, ou de solvatation. Pour cela, des modeles de calcul de ces interactions

a la fois précis et rapides, tels que les potentiels ELMAM, sont nécessaires.

Pour finir, ’extension des approches de cristallographie quantique au monde de la biologie
structurale ouvre un champ d’applications immense dont ’exploration ne fait que commencer.
Partant d’une description fine de cette quantité fondamentale qu’est la densité électronique, les

propriétés moléculaires deviennent accessibles. Dans le cas des protéines, les processus de recon-
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naissance moléculaire et de guidage du ligand a travers le solvant, les mécanismes enzymatiques
et les dynamiques structurales peuvent étre mieux analysés sur la base de ces approches. Les
descripteurs développés dans ce travail s’inscrivent dans cette démarche et ouvrent la voie a

d’autres développements méthodologiques pour appréhender ces systémes complexes.
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Abréviations

ADN : acide désoxyribonucléique

aEP /MM : "analytical exact potential and multipole model" ou méthode analytique du
potentiel exact et modele multipolaire

AMBER : "assisted model building and energy refinement" ou construction de modele
assistée et affinement d’énergie

AMOEBA : "atomic multipole optimized energetics for biomolecular simulation" ou éner-
gétique optimisée par les multipoles atomiques pour les simulation de biomolécules

ARN : acide ribonucléique

BCP : "bond critical point" ou point critique de liaison

BP : "bond path" ou chemin de liaison

CC : "coupled cluster" ou cluster couplé

CCP : "cage critical point" ou point critique de cage

CHARMM : "chemistry at Harvard molecular mechanics" ou chimie pour la mécanique
moléculaire d’Harvard

CRM2 : laboratoire de cristallographie, résonance magnétique et modélisation

DFT : "density functional theory" ou théorie de la fonctionnelle de la densité

EDA : "energy decomposition analysis" ou anlyse de la décomposition de I’énergie

EFP : "effective fragment potential" ou potentiel de fragments effectifs

ELF : "electron localization function" ou fonction de localisation des électrons

ELMAM : "experimental library mutlipolar atom model" ou librairie expérimentale du
modele d’atomes multipolaires

ELMO : "extremely localized molecular orbital" ou orbitale moléculaire extrémement loca-
lisée

EP /MM : "exact potential and multipole model" ou potentiel exact et modele multipolaire

FABP : "fatty acid binding protein” ou protéine de fixation d’acides gras

FMO : "fragment molecular orbital" ou orbitale moléculaire fragmentée

GEM : "Gaussian electrostatic model" ou modele électrostatique gaussien

GGA : "generalized gradient approximation" ou approximation du gradient généralisé

GID : "generalized Invariom database" ou base de données d’atomes invariants (Invarioms)
généralisée

GROMACS : "Groningen machine for chemical simulations" ou machine de Groningen
pour les simulations chimiques

GST : glutathion transférase

GSTC : glutathion transférase de classe Chi
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HAR : "Hirshfeld atom refinement" ou affinement atomique de Hirshfeld

HF : Hartree-Fock

TIAM : "independent atom model" ou modele des atomes indépendant

IAS : "interatomic scatterers" ou diffuseurs interatomiques

KEM : "kernel energy method" ou méthode d’énergie de cceur

LDA : "local density approximation" ou approximation de la densité locale

LJ : Lennard-Jonnes

MAE : "mean absolute error" ou erreur absolue moyenne

MASTIFF : "multipolar anisotropic Slater-type intermolecular force field" ou champ de
force intermoléculaire anisotropique multipolaire de type Slater

MATTS : "multipolar atom types from theory and statistical clustering" ou types atomiques
multipolaires théoriques et par regroupement statistique

MFCC : "molecular fractionation with conjugated caps" ou fragmentation moléculaire avec
capsules conjuguées

MP : Mgller-Plesset

nc-BCP : "non-covalent bond critical point" ou point critique de liaison non-covalente

NCI : "non-covalent interaction" ou interaction non-covalente

NCP : "nucleus critical point"

ou point critique de noyau

NENCI-2021 : "non-equilibrium non-covalent interaction 2021" ou jeu de données d’énergies
d’interaction non covalente hors équilibre de 2021

nEP /MM : "numerical exact potential and multipole model" ou méthode numérique du
potentiel exact et modele multipolaire

NmHR : halorhodopsine de 'organisme Nonlabens marinus

NRP1 : neuropiline 1

OPLS : "optimized potentials for liquid simulations" ou potentils optimisés pour les simu-
lations de liquides

PDB : "protein data bank" ou base de données des protéines

PSB : "protonated Schiff base" ou base de Schiff protonée

QM/MM : "quantum mechanics / molecular mechanics" ou mécanique quantique / méca-
nique moléculaire

QTAIM : "quantum theory of atoms in molecules" ou théorie quantique des atomes dans
les molécules

RCP : "ring critical point" ou point critique de cycle

RMSD : "root-mean-square deviation" ou déviation quadratique moyenne

RPSB : "retinal protonated Schiff base" ou base de Schiff protonée du rétinal

SAPT : "'symmetry-adapted perturbation theory" ou théorie de la perturbation adaptée par
symétrie

SARS-CoV-2 : "severe acute respiratory syndrome coronavirus 2" ou coronavirus 2 du
syndrome respiratoire aigu sévere

SBP : "solute binding protein" ou protéine de fixation de soluté

SCDS : "semiclassic density sum" ou somme des densités semi-classiques
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SGTI : "S gregaria trypsin inhibitor" ou inhibiteur de la tryspine de schistocerca gregaria
(criquet peélerin)

SIBFA : "sum of interacting fragment ab initio" sommation ab initio de fragments en inter-
action

TAAM : "transferable aspherical atom model" ou modele des atomes asphériques transfé-
rables

UBDB : "University at Buffalo pseudoatom databank" ou base de données de pseudo-atomes
de I"Université de Buffalo

VDW : van der Waals

VEGF : 'vascular endothelial growth factor" ou facteur de croissance de ’endothélium
vasculaire

VIH : virus de 'immunodéficience humaine

VIR : "real and virtual atom refinement" ou affinement des atomes réels et virtuels

XCW : "x-ray constrained wavefunction" ou fonction d’onde contrainte par les rayons X

ZIE : zone d’influence électrophile

ZIN : zone d’influence nucléophile
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Résumé / Abstract

Résumé

L’extension des approches de cristallographie quantique aux macromolécules biologiques vise
a décrire les propriétés de ces systémes complexes en combinant a la fois données expérimentales
de cristallographie et informations de nature quantique. En particulier, les parametres multi-
polaires de la librairie ELMAM?2 permettent de reconstruire une densité électronique précise
des protéines par transfert de données cristallographiques issues d’expériences de diffraction des
rayons X par des cristaux de petits peptides. Dans ce travail, de nouvelles méthodologies ont
été développées sur la base de cette densité électronique reconstruite, pour étre appliquées au

domaine de la biologie structurale.

Le premier type de méthodologie repose sur le développement de descripteurs originaux
issus de la topologie du potentiel électrostatique. Cette quantité est classiquement représentée
en biologie structurale comme projetée sur une surface moléculaire et interprétée en termes de
complémentarité électrostatique. L’analyse topologique de ce champ scalaire permet quant a
elle une description tridimensionnelle des propriétés électrostatiques, grace a la détermination
des points critiques et des bassins topologiques du potentiel électrostatique. Les descripteurs
graphiques qui ont été développés permettent de localiser les sites électrophiles et nucléophiles
d’une molécule et de déterminer les surfaces entourant les faisceaux primaires des lignes de
champ électrique joignant ces sites. La zone d’influence d’un site électrophile ou nucléophile
correspond & 'union des faisceaux primaires qui lui sont associés et contient toutes les lignes de
champ électrique émergeant de, ou convergeant vers, ce site. Un outil graphique a été implémenté
dans le logiciel MoProViewer pour représenter ces zones d’influence et les faisceaux primaires
dans les structures de protéines. Ces approches originales, analysables et interprétables gréace
a la topographie des lignes de champ électrique, proposent un nouveau paradigme considérant
le potentiel électrostatique d’une protéine dans son ensemble, en trois dimensions et & 1’échelle
de ’atome. L’intérét de ces descripteurs pour la compréhension des processus de reconnaissance
moléculaire protéine-ligand, des mécanismes enzymatiques et structuraux a été montré au travers
de leur application a différents systeémes protéiques.

Le second objectif de ce travail a été de construire un modele d’énergie d’interaction basé sur
les parametres de densité électronique et les tenseurs de polarisabilité atomique transférables
de la librairie ELMAM?2. L’énergie d’interaction peut étre divisée en quatre termes a savoir les
termes électrostatique, d’induction, de dispersion et enfin d’échange-répulsion. Les contributions
électrostatique et d’induction de ce modele ELMAM avaient déja été établies dans de précédents

travaux. Le terme d’énergie de dispersion a été modélisé sur la base de 'approximation de
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London utilisant les tenseurs de polarisabilités anisotropes atomiques transférés. La contribution
d’échange-répulsion a été définie & partir du modele de recouvrement des densités électroniques,
basé sur les parametres multipolaires transférés de la librairie ELMAM2. La somme de ces
deux contributions constitue le potentiel d’interaction de van der Waals du modele ELMAM.
La validation de ce potentiel par comparaison aux valeurs d’énergie théoriques dans un jeu de
données de benchmarking a montré une erreur absolue moyenne de 1,00 kcal/mol. Appliqués
en biologie structurale, les estimations de ces différentes énergies d’interaction entre le site actif
d’une enzyme et son substrat permettront d’identifier les principaux points d’ancrage de ce

dernier et de discuter la nature de ces interactions.

Abstract

The extension of quantum crystallography approaches to biological macromolecules aims
to describe the properties of these complex systems by combining both experimental crystal-
lographic data and quantum information. In particular, the multipolar parameters from the
ELMAM?2 library enable the reconstruction of accurate protein electron density by transferring
crystallographic data obtained from X-ray diffraction experiments on small peptide crystals. In
this work, new methodologies have been developed based on this reconstructed electron density
for application in the structural biology field.

The first methodology involves the development of original descriptors derived from the to-
pology of the electrostatic potential. In classical structural biology, this quantity is represented
as projected onto molecular surface and is interpreted in terms of electrostatic complementarity.
The topological analysis of this scalar field enables a three-dimensional description of electrosta-
tic properties by determining critical points and topological basins of the electrostatic potential.
The graphical descriptors that have been developed allow for the localization of electrophilic
and nucleophilic sites of a molecule and the determination of surfaces surrounding the primary
bundles of electric field lines connecting these sites. The influence zone of an electrophilic or nu-
cleophilic site corresponds to the union of the primary bundles associated with it and contains
all electric field lines emerging from, or converging onto, that site. A graphical tool has been im-
plemented in the MoProViewer software to represent these influence zones and primary bundles
in protein structures. These original approaches, analyzable and interpretable through the topo-
graphy of electric field lines, propose a new paradigm considering the electrostatic potential of
the whole protein, in three dimensions and at the atomic scale. The relevance of these descrip-
tors for understanding protein-ligand molecular recognition processes, enzymatic mechanisms,
and structural phenomena has been demonstrated through their application to different protein
systems.

The second objective of this work was to construct an interaction energy model based on the
electron density parameters and transferable atomic polarizability tensors from the ELMAM?2
library. The interaction energy can be divided into four terms : electrostatic, induction, dis-
persion, and exchange-repulsion. The electrostatic and induction contributions of the ELMAM
model had already been established in previous works. The dispersion energy term was modeled
on the basis of the London approximation using transferred anisotropic atomic polarizability

tensors. The exchange-repulsion contribution was defined based on the electron density overlap
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model, using multipolar parameters transferred from the ELMAM?2 library. The sum of these
two contributions constitutes the van der Waals interaction potential of the ELMAM model.
The validation of this potential by comparing it to theoretical energy values in a benchmarking
dataset showed an average absolute error of 1.00 kcal/mol. When applied in structural biology,
the estimation of these different interaction energies between the active site of an enzyme and

its substrate will help identify the key binding sites and discuss the nature of these interactions.
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Résumé vulgarisé

Dans le monde du vivant, les processus biologiques sont assurés par quatre familles de mo-
lécules : les protéines, les glucides, les lipides et les acides nucléiques. Ces molécules, souvent
composées de plusieurs milliers d’atomes, interagissent entre elles pour permettre le bon fonc-
tionnement des organismes. Aussi, I’étude de leurs interactions est essentielle pour comprendre
leurs mécanismes d’action. Les charges portées par les atomes pouvant étre soit positives soit
négatives, elles sont capables de s’attirer et de se repousser mutuellement. Dans ce travail,
de nouvelles méthodes sont proposées pour décrire la force des interactions entre ces charges.
En partant d’approches existantes pour des molécules simples, des outils ont été développés
pour étre appliqués a des biomolécules complexes. Ces méthodes innovantes fournissent une
information rapide contrairement aux approches plus théoriques qui demandent des ressources

computationnelles importantes.

Plain langage summary

In the living world, biological processes are carried out by four families of molecules : proteins,
carbohydrates, lipids and nucleic acids. These molecules, often constituted of several thousand
atoms, interact with each other to enable organisms to ensure the proper functioning of orga-
nisms. Studying their interactions is essential to understand their mechanisms of action. As the
charges carried by atoms can be either positive or negative, they are capable of attracting and
repelling each other. In this work, new methods are proposed to describe the strength of interac-
tions between these charges. Starting from existing approaches for simple molecules, tools have
been developed for application to complex biomolecules. These innovative methods provide ra-
pid information compared to more theoretical approaches that require significant computational

resources.
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