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ETUDE THEORIQUE DES COFACTEURS
REDOX DES CYTOCHROMES BD

COME CATTIN

Les cytochromes bd sont des protéines impliquées dans le mécanisme de respiration cellulaire de
nombreuses bactéries en environnement pauvre en dioxygene. Leur fonctionnement repose sur
des transferts électroniques impliquant trois hemes. L’étude des cofacteurs rédox des héemes
permet de mieux appréhender leurs propriétés et ainsi la fonction des cytochromes bd. Une
approche a l'aide de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) a été utilisée au cours de
ce stage de L3 au sein de I’équipe ThéoSim du laboratoire de 'ICP de I’Université Paris-Saclay.
Dans une premieére partie, nous nous sommes attachés a déterminer les parameétres de calcul
nécessaire a la méthode de la DFT (fonctionnelles, base, base auxiliaire...). Puis lanalyse de
la stabilité des états de spin de chaque heme nous a conduit a I'optimisation de leur géométrie
dans leur état fondamental. Enfin les propriétés rédox des hémes en phase gazeuse ont été
calculées puis examinées au regard des données expérimentales existantes.

1. INTRODUCTION

Les cytochromes bd sont des métallo-enzymes que lon
trouve chez de nombreuses bactéries. Elles leur permettent
de sadapter & des environnements a faible teneur en di-
oxygene. Le cycle catalytique de ces enzymes fait interve-
nir des transferts délectrons entre trois cofacteurs de type
héme (Figure 1). Un cofacteur est un composé non pro-
téique mais nécessaire au fonctionnement d’une protéine.
Les cofacteurs de type heme sont des molécules composées
d’une porphyrine avec en son centre un atome de fer. Ces
hémes présentent des particularités structurales propres,
comme la fonctionnalisation chimique de la porphyrine ou
la nature de leurs ligands axiaux du fer, qui leur confére
des propriétés rédox spécifiques.’

Au cours de ce stage nous avons cherché a calculer les
potentiels rédox 1 intrinseques z de ces hemes, c’est-a-dire
en labsence de la matrice protéique i.e. I’environnement
protéique autours des hémes. Notre étude s’est portée sur
les cytochromes bd des bactéries Escherichia coli (E. coli)
et Geobacillus thermodenitrificans (G. Th.). Les positions
des hemes bggs et d sont inversées entre ces deux bacté-
ries (Figure 2).? La réduction du dioxygene en eau se fait
pourtant toujours sur ’heme en bout de chaine, c’est-a-
dire ’heme d dans le cas de E. coli et bsgs dans le cas
de G. Th. Dans chaque transfert, 1’électron part de I’héme
bsss. Le transfert d’électron se fait donc dans le sens des
potentiels croissants pour E. coli (Ep. < EJ avec E% le
potentiel rédox standard de ’héme X)), ce qui n’est pas le
cas pour G. Th (E) > Ep ).

Cette inversion semble conférer aux hémes des pro-

Fig. 1 Agencement spatial des 3 hémes étudiés, sans les ligands
axiaux du fer, de la cytochrome bd de E. coli. L’héme bsss est
représenté en vert, I’héme bsgs en marron et I’héme d en rouge.

priétés rédox spécifiques expliquant potentiellement un
fonctionnement différent de l’enzyme dans les deux
bactéries.**

D’ou provient cette différence de propriétés chimiques ?
Provient-elle de ’environnement proche du fer des porphy-
rines i.e. des ligands axiaux du fer ? A-t-elle pour origine
Penvironnement protéique des hémes ? Ou peut-on 'expli-
quer par l'interaction entre les hémes ?

Nous nous sommes attachés durant ce stage a explorer
I’hypothese de ’environnement proche du fer. Afin d’étu-



(a) E. coli (b) G. Th

Fig. 2 Arrangement spatial des hémes dans les cytochromes bd
des bactéries E. coli et G. Th.. Les potentiels rédox standards
sont indiqués sous chaque héme. Les cytochromes bd des deux
bactéries sont tres similaires mais leur fonctionnement diverge,
I'agencement spatial des hémes pourrait expliquer cette diffé-
rence.

dier cette hypothese, des calculs de chimie quantique repo-
sant sur la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT)
ont été réalisés. Cela nous permet d’obtenir les géométries
de basse énergie de ces complexes, les modes de vibration
et des propriétés électroniques telles que laffinité électro-
nique et le potentiel dionisation. Ces travaux permettront
de mieux comprendre les étapes rédox du cycle catalytique
des cytochromes bd.

2. METHODOLOGIE

2.1.

2.1.1. Position du probleme

Théorie

Afin de répondre a notre problématique, nous allons mo-
déliser la structure électronique de notre systéme a 'aide
de la mécanique quantique.

Une premiére approche pour décrire I’état d’un systeme
en chimie quantique est de résoudre explicitement 1’équa-
tion de Schrédinger (Equation 1).

A¥(r;R) = E¥(r;R), (1)

ou ¥(r;R) est la fonction d’onde du systéme avec r les
coordonnées des électrons et R les coordonnées du noyau.
FE est I’énergie propre et # hamiltonien du systeme.
Tous les électrons et noyaux interagissant les uns avec
les autres, la résolution de ce systéme d’équations est com-
plexe et cotiteuse en temps de calcul.” Il est donc nécessaire
d’introduire un certain nombre d’approximations. Parmi
celles-ci, 'approximation de Born-Oppenheimer permet de
découpler le mouvement des électrons de celui des noyaux.
Les noyaux étant beaucoup plus lourds que les électrons,
d’un facteur supérieur & 2x103, on considére leur mouve-
ment beaucoup plus lent que celui des électrons. L’équa-
tion 1 est alors découplée entre une partie électronique et
nucléaire ; elle devient pour la partie électronique :

He(R)¥e(r) = E(R)To(r), (2)

ol We(r) est la fonction d’onde des électrons et E(R),
I’énergie électronique pour la géométrie R. H. est ’ha-
miltonien électronique qui s’écrit® :

He

o N N goq Moy
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avec h la constante de Planck réduite, m. la masse d’un
électron, N, et N, respectivement le nombre d’électrons
et de noyaux, Z; est la charge du noyau [ et r;; la distance

entre les électrons i et j. On définit jo = 4;250 ou e est la
charge élémentaire et €y est la constante diélectrique.

Plusieurs méthodes de résolution de ces équations ont
été développées. Par exemple, la méthode Hartree-Fock
propose de résoudre ’équation 2 pour chaque électron
en considérant l'interaction électron-électron de fagon
moyenne. Ainsi chaque électron baigne dans un champ
électrique créé par les noyaux et la moyenne des autres
électrons. Cette approximation est rapidement mise en dé-
faut car la méthode Hartree-Fock oublie toute corrélation
entre les positions des électrons. Pour répondre a ce pro-
bléeme, des méthodes dites « post-Hartree-Fock » ont été
développées. Cependant ces méthodes sont tres cotiteuses
en temps de calcul. Une méthode alternative possible est
la méthode de la théorie de la fonctionnelle de la densité
(Density Functional Theory, DFT en anglais).

2.1.2. Density Functional Theory, DFT

La DFT est une méthode de calcul de chimie quantique
développée dans les années 1960. C’est aujourd’hui I'une
des méthodes de calcul en chimie théorique les plus popu-
laires.

Afin de décrire le systéme nous utilisons la notion clé de
densité électronique p(r). Cette grandeur décrit le nombre
d’électrons par unité de volume a la coordonnée r. On a
donc : [, p(r)dr = N, ot Q est U'ensemble de l'espace.

L’utilisation de cette grandeur permet de simplifier les
calculs sur les propriétés électroniques.

La DFT repose sur le théoreme dexistence de
HohenbergKohn” démontré en 1964. Ce théoréme stipule
que I’énergie et toutes les autres propriétés électroniques
de I'état fondamental sont déterminées uniquement par
la densité électronique et peuvent étre exprimées sous la
forme d’une fonctionnelle de la densité électronique. On
peut ainsi écrire pour la fonctionnelle donnant 1’énergie :

Flp]
Bl =T+ Vgl + [ pepar, (@)

avec T le terme d’énergie cinétique des électrons, V.
I’énergie d’interaction électron-électron et v le terme din-
teraction entre les électrons et les noyaux.

Le second théoreme de HohenbergKohn, ou théoréme
variationnel est aussi & I'origine de la méthode de la DFT.®
Il démontre que, pour une densité électronique p’(r) quel-
conque, 'énergie obtenue (E[p']) est nécessairement supé-
rieure & énergie de I’état de plus basse énergie (E|p]),
I’état observé expérimentalement. Ainsi, en minimisant
Iénergie par rapport & p’ on obtient I’énergie de ’état
fondamental et sa densité électronique.

Seul p(r), qui n’est qu’une fonction & 3 dimensions, est
alors a déterminer. Le probléeme & N corps initialement
posé avec la fonction d’onde ¥ est donc réduit & un pro-
bléme & 3 dimensions avec la densité électronique.’

Cependant le terme F' regroupant les termes « ciné-
tique » et « interaction électron-électron » est en pratique
difficile & calculer. Aussi, ce terme ne dépend pas du sys-
teme. En effet, les électrons étant des fermions, ils res-
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pectent le principe d’exclusion de Pauli. Cette propriété
impactant leur énergie cinétique, il est essentiel de la
prendre en compte. La méthode de Kohn-Sham'® permet
de considérer cet effet en introduisant une énergie ciné-
tique auxiliaire J décomposée sur une base d’orbitales {¢; }
(Equation 5), dites orbitales de Kohn-Sham.

1< )
7=33 [ Ivowrar (5)

On a la relation entre la densité électronique et les or-
bitales {¢;} :

OEDICTS O

Cette énergie cinétique auxiliaire est en fait 1’énergie
cinétique d’un systeme fictif idéal d’électrons que I'on sait
calculer.

On peut a présent définir I’énergie dite d’échange-
corrélation Fy. qui permet de prendre en compte les effets
quantiques de linteraction entre deux électrons :

Exclpl = Flp] = Ulp] = Jlpl, (7)
avec U le terme de répulsion électrostatique entre deux
densités de charge. Ainsi 1’énergie totale électronique
s’écrit, :

Elp) = Ulp] + Jo] + Bxelp] + / p(r)o(r)dr  (8)

On notera que le systeme fictif ne possede pas de corré-
lation. La seule fonctionnelle alors inconnue est Fy.. L’ex-
pression exacte de cette fonctionnelle étant inconnue, il est
alors nécessaire de faire des hypotheses sur son expression.

Une premieére approche consiste & ne considérer que la
densité électronique dans la fonctionnelle d’échange cor-
rélation. On parle de fonctionnelle de type LDA (Local
Density Approzimation). Ces fonctionnelles sont souvent
suffisantes pour une étude de grands systemes périodiques.
Elles sont, par conséquent, largement utilisées en chimie
du solide.

Une approximation plus fine consiste a prendre en
compte le gradient de p. Ce type de fonctionnelle est dit
GGA (Generalized Gradient Approzimation). Ces fonc-
tionnelles sont plus adaptées a la chimie moléculaire. Nous
en avons utilisé certaines, et en particulier OPTX-PBE.

Des approximations encore plus fines sont possibles avec
des fonctionnelles de type méta-GGA qui considerent aussi
les dérivées secondes de p.!''! Ces fonctionnelles donnent
des résultats plus précis mais allongent le temps de calcul.
Parmi elles, nous avons utilisé la fonctionnelle M062X.

Enfin, une des limitations bien connues de la DFT est
lerreur d’auto-interaction, self-interaction en anglais.'?
Une approche pour corriger cette erreur est d’introduire
une partie d’échange exact du systéme fictif dans la fonc-
tionnelle de ’énergie du systeme réel. Ces fonctionnelles
sont appelées hybrides. Nous avons eu ’occasion d’utiliser
parmi elles PBEO et B3LYP.
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2.2. Logiciel et matériel
2.2.1. DeMon2k

Dans le cadre de ce stage nous avons utilisé le logiciel
de calcul de chimie quantique DeMon2k v.6.1.7.'% De-
Mon2k signifie Density of Montréal, sa premiére version
a été publiée en 1992. Comme de nombreux programmes
de chimie quantique, deMon2k utilise la méthode de la
DFT couplée avec la méthode de Kohn-Sham. Dans De-
Mon2k, les orbitales de Kohn-Sham (¢; dans I’équation 5)
sont décrites par une combinaison linéaire d’orbitales de
type gaussienne : approche LCGTO (Linear Combination
of Gaussian-Type Orbitals).'**> De nombreuses fonction-
nelles d’échange-corrélation et bases de Kohn-Sham sont
implémentées dans DeMon2k. Nous avons réalisé des tests
sur différentes bases et fonctionnelles afin de déterminer
les parameétres les plus adéquats.

En pratique, DeMon2k s’utilise en préparant un fichier
d’entrée (fichier .inp) dans lequel tous les paramétres né-
cessaires au calcul sont sélectionnés. On y indique notam-
ment les opérations & effectuer (optimisation de géomé-
trie, calcul d’énergie simple point, calcul de fréquence des
modes normaux de vibration...), les critéres de conver-
gence ainsi que la géométrie d’entrée du systéme considéré,
le plus souvent sous forme d’une Z-matrice ou des coordon-
nées cartésiennes. Une Z-matrice est une représentation de
la géométrie du systeme par ses coordonnées internes. Les
atomes du systemes sont alors décris par leurs distances
les uns par rapport aux autres ainsi que les angles et angles
diédres qu’ils forment.

Il est possible de soumettre ces fichiers a un centre de
calcul (voir partie 2.2.2) ou simplement sur une grappe de
calcul & I'aide d’un fichier de soumission écrit en Bash. Les
calculs les plus cotiteux que nous avons effectués sont les
optimisations de géométrie. Le plus souvent ils excédent
le temps limite imposé aux centres de calcul. Il est donc
nécessaire dans le fichier de soumission de relancer le pro-
gramme en boucle jusqu’a ce que le calcul ait convergé. On
veille & fixer un nombre maximal de pas d’optimisation de
géométrie dans le fichier d’entrée afin d’arréter le calcul
avant la fin du temps imparti.

A la fin du calcul, DeMon2k génére des fichiers que nous
récupérons. Parmi eux, le fichier de sortie (fichier .out)
contient ’ensemble des résultats ainsi que le temps néces-
saire a chaque étape du calcul. On trouve également le
fichier molden (fichier .mol) permettant une visualisation
graphique des résultats & ’aide du logiciel Molden.'®

2.2.2. Occigen et Styx

Les taches les plus cofiteuses des calculs effectués avec
DeMon2k ont été réalisés sur le super-calculateur natio-
nal Occigen du CINES (Centre Informatique National de
IEnseignement Supérieur). Avec une puissance de calcul
théorique de 3,5x10'% flop/s, Occigen a été classé en no-
vembre 2014 au 26° rang mondial du classement Top500.'”

Sur Occigen, le temps de chaque calcul est limité a 24
heures. Il est donc nécessaire d’effectuer dans le fichier de
soumission une boucle permettant de relancer automati-
quement les calculs au bout de ces 24 heures.

Comme Occigen est un super-calculateur national,
chaque équipe de recherche qui en a fait la demande dis-



pose d’un temps qui lui est alloué en fonction de ses besoins
et de ses projets. Les heures de calculs attribués au groupe
ont été dépassées lors de ce stage. Certains calculs prévus
n’ont donc malheureusement pas pu étre effectués. En ef-
fet, il faut compter environ une vingtaine de jours pour
mener & son terme une optimisation de géométrie pour un
héme.

Afin d’utiliser au mieux les ressources mises a notre
disposition, il est important d’effectuer avant tout calcul
une mise & Péchelle (scaling). Ce test consiste & vérifier
la bonne parallélisation du probléme en effectuant, sur un
nombre différent de processeurs, le méme calcul. Si le cal-
cul était parfaitement parallélisé, doubler le nombre de
processeurs diviserait par deux le temps de calcul. Ce n’est
pas ce qui est observé en pratique. D’une part, les proces-
seurs doivent communiquer entre eux a chaque fois que
leur tache s’acheve. Cette communication, parfois entre
deux lieux éloignés, prend du temps et ralentit le calcul ; un
plus grand nombre de processeurs implique ainsi une aug-
mentation de communication entre ces derniers qui peut
aller jusqu’a annuler le gain associé a la parallélisation.
D’autre part, certaines opérations ne peuvent se distri-
buer sur un ensemble de processeurs et ainsi tirer parti
d’une parallélisation. C’est le cas par exemple des étapes
d’écriture et de lecture des fichiers lors du calcul. En effet,
DeMon2k génere et utilise lors de ses calculs des fichiers
intermédiaires trop lourds pour étre stockés en mémoire
vive. Il est donc nécessaire de les écrire sur la mémoire
morte, processus ne pouvant étre parallélisé.

Le test de scaling permet d’obtenir le nombre de pro-
cesseurs idéal a utiliser visant a tirer parti de la paralléli-
sation du code en minimisant les pertes de temps liées a
la communication entre processeurs.

Un tel test a été réalisé sur Occigen (Figure 3) pour
déterminer le nombre de processeurs a utiliser par la suite.

—— Mesurée
Théorique

Accélération
e o o =

w

N}

1 /
24 48 96 144 192
Nombre de processeurs

Fig. 3 Courbe du scaling réalisé sur Occigen sur 5 pas d’opti-
misation de géométrie du heme b sans ligand. On définit I’accé-
lération (ou speed-up en anglais) comme S = tt(éf)), avec t(z) le
temps de calcul pour x processeurs. La courbe dite "théorique"
correspond aux résultats attendus si le calcul était parfaitement
parallélisé. Sur Occigen, le nombre minimal de processeurs est
de 24.

On peut remarquer que pour 48 processeurs, la courbe
d’accélération obtenue reste proche de la courbe associée a
une parallélisation parfaite. Pour 96 processeurs ou plus,
on note une perte d’efficacité. Ainsi, nous avons utilisé

par la suite 48 processeurs. Ce résultat est en accord avec
I’expérience de systemes similaires étudiés par I’équipe de
recherche.

Nous avons effectué les calculs les moins cotiteux sur
une grappe (cluster) du laboratoire de 'ICP, Styx, en uti-
lisant 8 processeurs. Cela concerne notamment les calculs
de simple point et ceux de fréquences des modes normaux
de vibration.

2.3. Démarche utilisée

Afin de gagner du temps lors de nos calculs, une mé-
thode de travail a été mise en place au début du stage.
Il faut, avant tout calcul de propriétés rédox, optimiser la
géométrie du systeme, c’est-a-dire trouver 'arrangement
dans l'espace de I’état fondamental.

L’optimisation de géométrie est une opération coiiteuse
en chimie quantique. Ainsi, nous avons opté pour une ap-
proche par fragments du systéme (Figure 4). Nous allons
partir du fragment le plus petit du systéme (la porphy-
rine), loptimiser, et utiliser la géométrie optimisée pour
construire le fragment suivant, plus grand (porphyrine et
noyau de fer). Nous appliquerons cette méthode de travail
jusqu’a l'obtention du systéme complet (porphyrine avec
noyau de fer et ligands axiaux). Nous espérions ainsi en
réutilisant les géométries déja optimisées gagner du temps
de calcul. Cette méthode est discutée dans la partie 3.3.1.
Finalement, nous ’avons surtout utilisée pour la détermi-
nation des parametres de calculs qui ont été réalisés sur la
porphyrine.

Avant tout calcul sur le systéme complet, nous devons
définir les parametres que nous allons utiliser pour effec-
tuer notre modélisation. Nous avons effectué des tests sur
la base ainsi que sur la fonctionnelle que nous allons utili-
ser pour décrire notre systéme.

Nous utilisons des criteres de convergence stricts pour
I'étude de ce systeme (1,0x107Y Ha pour la convergence
SCF (Self Consistent Field) et 1,0x107° Ha pour la
convergence de géométrie). En effet, de précédents travaux
sur ce type de systéemes ont montré que moins d’erreurs
sur la convergence étaient obtenues si ces criteéres étaient
plus restrictifs.'®

Le logiciel DeMon2k propose l'utilisation d’une base
auxiliaire pour décrire la densité électronique permettant
d’accélérer les calculs : nous testerons son utilisation et son
influence sur les calculs. Aussi, est implémenté dans De-
Mon2k un algorithme d’accélération de convergence de la
procédure SCF appelé par I'option DISS. Il est déconseillé
dans notre cas de l'utiliser, la convergence SCF étant plus
difficile a atteindre si cet algorithme est activé. De plus,
nous utiliserons les coordonnées cartésiennes plutot qu’in-
ternes car leur traitement est plus rapide et plus efficace
dans DeMon2k. "’

Une fois 'optimisation de géométrie effectuée nous véri-
fierons que la géométrie atteinte correspond bien & un mi-
nimum d’énergie. L’utilisation des modes normaux de vi-
bration de la molécule permet d’obtenir cette information.
En effet, en se basant sur le modele de 'oscillateur harmo-
nique & une dimension,?’ I’énergie potentielle du systéme
vaut :
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(a) Porphyrine

(b) Ensemble porphyrine et fer

(c) Systéme complet

Fig. 4 Etude de ’héme bsos par fragments. A partir du fragment de porphyrine optimisé nous construisons le fragment présenté
figure 4b. Apres optimisation de la géométrie de ce dernier, nous construirons le fragment final (figure 4c).

2
Vi) = Vi) + 5 (G ) (o= + O

9)

avec m la masse du systéme, x la dimension considérée, x(

la géométrie d’équilibre et w la pulsation propre. Au voisi-
nage de la géométrie d’équilibre (z = xp), on a (%)xo =0

Dans l'approximation de 'oscilateur harmonique parfait :

1

Viz) = imwz(x —x0)?, (10)
d?v
2
= mw” X <da:2>x0 (11)
Le potentiel est ainsi minimal si :
d?v

0 12
(dac2 )xo ~ (12)
=weR" (13)

Ce raisonnement est généralisable & N dimensions ce qui
est le cas ici. Il suffit alors de calculer les modes normaux
de vibration de notre molécule. Si aucune fréquence de
vibration n’est imaginaire, alors la géométrie obtenue est
bien celle d’une structure stable. Si une seule fréquence
est imaginaire, la structure est alors celle d’'un état de
transition.

3. RESULTATS - DISCUSSION

Nous présenterons et discuterons dans cette partie les
résultats obtenus au cours du stage.

3.1. Etude préliminaire

Apres avoir défini les outils nécessaire aux calculs (partie
2.2.2), nous allons ici sélectionner les parametres utilisés.
Cette étape est essentielle a tout projet en chimie quan-
tique car ce choix repose sur un équilibre entre précision
de la méthode et temps des calculs. Dans la suite de cette
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partie nous étudierons l'effet du choix de la base et de la
fonctionnelle sur I'énergie d’ionisation (Equation 14) de
la porphyrine du héme b (Figure 4a). On définit Iénergie
d’ionisation par :

El = Eion — Ey, (14)
avec I/, I'énergie de la porphyrine dans sa géométrie opti-
male. Le systéme a alors une charge —2, et une multipli-
cité de spin 1. Ej,, est I’énergie de cette méme géométrie
avec un électron arraché. Le systeme possede a présent une
charge —1, et une multiplicité de spin 2. Le retrait d’un
deuxieme électron permet de calculer I’énergie de seconde
ionisation :

EIZ = Eiong

- Eioru (15)

avec Ejopn, 'état doublement ionisé.

3.1.1. Base

Le premier parameétre a choisir et a fixer pour le reste
de I’étude est la base d’orbitales.

Nous avons réalisé une premieére étude sur les bases
DZVP et TZVP avec la fonctionnelle OPTX-PBE. Ces
bases sont un ensemble de fonctions gaussiennes. Dans le
nom de ces bases, le V signifie Valence et le P Polarization.
Dans DZVP (Double Zeta), les orbitales atomiques de va-
lence sont représentées par une combinaison de fonctions
gaussiennes avec 2 exposants différents et 3 exposants dif-
férents pour la TZVP (Triple Zeta).

La base TZVP est donc plus flexible, plus compléte et
permet de décrire plus finement les orbitales.%!'" En contre
partie, les calculs effectués sur cette base sont plus cofi-
teux.

On obtient les résultats suivants :

DZVP TZVP
EL, —0278 —0,713
EI, 3,498 2,239

Tab. 1 Energie de premiére ionisation et de seconde ionisation
en eV de la porphyrine de I’heme b calculé avec les bases DZVP
et TZVP avec la fonctionnelle OPTX-PBE.



Le résultat le plus frappant est ’existence d’énergie de
premiere ionisation négative, ce qui indique que le systéme
est instable. On remarque aussi que cette énergie est d’au-
tant plus négative que la base est précise (Table 1). Aussi,
les énergie de seconde ionisation positive indique que l’ion
monochargé, un anion, est stable.

Les calculs ont été réalisés en phase gazeuse. Aucun
atome voisin ne pourrait stabiliser la charge négative. Qui
plus est, cette charge négative se trouve étre localisée au
centre de la molécule, entre les atomes d’azotes, ou sont
les doublets non liants de ces derniers. La répulsion élec-
tronique a cet endroit est donc trés forte. Dans cette hypo-
these, enlever un électron permet de réduire cette charge
non-stabilisée et ainsi de minimiser la répulsion électro-
nique. Cette proposition pourrait expliquer les énergies de
premieére ionisation négatives trouvées.

Afin d’approfondir et d’étayer cette hypotheése, mais
également pour clarifier la tendance de la variation de
I’énergie d’ionisation, nous nous proposons d’effectuer ces
mémes calculs avec un autre ensemble de bases. Nous cal-
culons ainsi ’énergie d’ionisation sur un ensemble de bases
de Pople.?!

Dans les bases de Pople, la notation utilisée permet d’in-
diquer I'étendue et la qualité de la base. Ainsi, le nombre
de caracteres « + » dans le nom de la base indique une
augmentation du nombre de fonctions par ’ajout de fonc-
tions diffuses. Ces ajouts permettent de décrire plus pré-
cisément les électrons en périphérie de la molécule. Cela
est notamment utile dans notre cas pour décrire les élec-
trons célibataires localisés sur les couches externes de la
porphyrine. Le nombre de caracteres « * » indique ’ajout
de fonctions dites « de polarisation ». Cet ajout permet
une description plus fine des électrons et une plus grande
flexibilité de la base.

6-314+g  6-3l++g

6-314g *

6-314++g *
Base

6-314g **  6-3144g **

Fig. 5 Energie d’ionisation en eV de la porphyrine de I’héme
b calculée avec différentes bases de Pople avec la fonctionnelle
OPTX-PBE.

Quelle que soit la base choisie, ’énergie d’ionisation est
négative (Figure 5). Aussi, l'ajout de fonctions diffuses
augmente la valeur absolue de l’énergie d’ionisation et
I'ajout de fonctions de polarisation la diminue puis 'aug-
mente. Ces résultats semblent confirmer que la molécule
s’auto-ionise.

Par la suite, profitant de travaux précédents réalisés par
I’équipe de recherche sur des systémes similaires a notre
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sujet, nous utiliserons la base DZVP-GGA.'® Cette base
est équivalente a la base DZVP testée ici, et optimisée
pour des calculs avec des fonctionnelles GGA.

3.1.2. Fonctionnelle

Le second parametre de notre étude est la fonctionnelle
d’échange corrélation. La fonctionnelle est appelée par le
mot clef VXCTYPE dans DeMon2k. Nous allons étudier la
sensibilité de I’énergie d’ionisation a la variation de ce pa-
rametre.

Les fonctionnelles utilisées pour cette étude seront
OPTX-PBE et PBEQ. Cette derniére est une fonctionnelle
hybride, donc plus cotiteuse en temps de calcul que OPTX-
PBE, fonctionnelle de type GGA. La fonctionnelle M062X
fut également testée. Cependant, la convergence SCF avec
cette derniere étant trop longue, supérieure a 24 heures,
elle fut abandonnée.

L’énergie d’ionisation est toujours négative quelle que
soit la fonctionnelle utilisée (Figure 6). Cela confirme les
résultats de la partie 3.1.1.

L’énergie d’ionisation diminue d’environ 36 % lors du
passage de OPTX-PBE a PBEOQ (barres bleues dans la
figure 6). Nous pouvons donc en conclure que la fonction-
nelle est un parametre ayant un grand impact sur la me-
sure des propriétés de notre systeme.

Pour accélérer le calcul, DeMon2k utilise une den-
sité auxiliaire dont la précision est controlée par le mot
clef AUXIS. Par défaut ce parameétre sélectionne GEN-A2
comme base auxiliaire. Nous avons voulu tester 'influence
de ce parametre sur les résultats. Ainsi nous avons sélec-
tionné le parametre GEN-A2*, plus cofiteux en temps de
calcul mais plus précis que GEN-A2. Les énergies d’ionisa-
tion obtenues sont treés similaires avec moins de 2 % d’écart
entre les deux fonctionnelles (résultats en verts sur la fi-
gure 6). En faisant le choix d’utiliser GEN-A2* en tant que
densité auxiliaire, le calcul des propriétés du systeme de-
vient finalement peu sensible au choix de la fonctionnelle.
1l est donc important de sélectionner GEN-A2* plutdt que
GEN-A2 comme paramétre.

Enfin, afin de vérifier le comportement de la sensibilité
du systeme au choix de densité auxiliaire, nous avons ef-
fectué un calcul n’utilisant pas la densité auxiliaire pour
le calcul de I’énergie. Les énergies d’ionisation sont tres
proches avec un écart de moins de 4 % entre les deux
fonctionnelles (barres oranges dans la figure 6). De nou-
veau, le choix de la fonctionnelle a peu d’impact sur les
résultats. Cependant ces résultats sont différents de ceux
obtenus avec la densité auxiliaire GEN-A2* et sont plus
coliteux a obtenir.

Nous en avons conclu que 'utilisation de la fonctionnelle
OPTX-PBE était un choix judicieux. En effet, cette der-
niere permet de trouver sensiblement les mémes résultats
que PBEO a moindre cott de calcul, a condition d’utili-
ser GEN-A2* comme base auxiliaire. OPTX-PBE permet
ainsi un équilibre entre précision des résultats et efficacité
pour les obtenir.

Cependant, il reste encore un écart assez important avec
le calcul le plus précis (entre les barres vertes et oranges
de la figure 6) qu’il faudrait explorer dans de futures re-
cherches.
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OPTX-PBE

PBEO

B Base auxiliaire : GEN-A2
B Basc auxiliaire : GEN-A2*

Sans densité auxiliaire

OPTX-PBE-GENA2*PBE0-GENA2* OPTX-PBE-BASIS PBE0-BASIS

Fig. 6 Energie d’ionisation en eV pour différentes fonctionnelles et différents paramétres. Les barres en bleu présente les résultats
des calculs effectués avec la base auxiliaire par défaut GEN-A2. Les barres en vert avec une base auxiliaire plus complete : GEN-
A2*. Enfin les barres en orange présente les résultats obtenus sans utilisation de densité auxiliaire.

3.2. Etat de spin

Les parametres globaux étant désormais fixés, nous nous
sommes attachés a déterminer les propriétés intrinseques
de notre systeme. Pour réaliser n’'importe quel calcul dans
DeMon2k, nous devons renseigner la multiplicité de spin
de la molécule, notée M, définie par : M = 2541 avec S le
spin résultant des électrons du systeme. Cette multiplicité
de spin dépendra directement de I’état de spin de I'atome
de fer au centre de 'heme. Nous devons donc déterminer
quel état de spin du fer est le plus stable.

3.2.1. Détermination de I'état de spin le plus stable

L’atome de fer dans notre molécule peut se trouver dans
deux états rédox différents : I’état ferrique et 1’état ferreux,
respectivement Fe'l et Fe'l. Dans chaque état et pour
chaque héme en fonction de la coordination du fer, seule-
ment certaines multiplicités de spin sont possibles.?? Nous
réalisons pour chaque héme de E. coli et pour chaque mul-
tiplicité de spin une optimisation de géométrie depuis la
structure issue des données expérimentales.? Par manque
de temps de calcul sur Occigen, toutes les géométries n’ont
pu étre optimisées completement. Les résultats présentés
ici, bien que partiels, montrent une tendance.

M  heéme b558 héme b595 héme d

1 0 0,438 0,324*
Fell 3 0,522 0,157 0*

5 1,001 0 0,272%

2 0,032%* 0,662 0,677*
Felll 4 0 0 0*

6 0,402 0,088*  0,627*

Tab. 2 FEcart énergétique en eV des hémes en fonction de leur
multiplicité de spin M et état rédox par rapport a la multi-
plicité la plus stable. Pour chaque héme et chaque état rédox
du fer, les énergies des différents états de spin sont données
relativement a I’état de plus basse énergie. Les résultats issues
de calculs n’ayant pas entiérement convergé sont indiqué par
un astérisque.

Les résultats obtenus (Tableau 2) indiquent que le plus
souvent, 1’état de spin privilégié est 1’état intermédiaire,
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de multiplicité 3 et 4. Cependant, en considérant les deux
états rédox du fer, on peut esquisser une tendance concer-
nant 1’état de spin privilégié par les systémes.

e [’héme bssg a pour états les plus stables, les états
bas spin (M = 1) pour I’état Fell et 1’état spin inter-
médiaire (M = 4) pour I'état Fe!'l. L’écart d’énergie
entre ’état bas spin et spin intermédiaire correspond
4 3,0 kJmol™! ce qui est en dessous de la précision
chimique. En effet, on considere que la précision chi-
mique est de I'ordre de 4 kJmol~!. De plus, le systéme
avec une multiplicité de 2 est moins optimisé que ce-
lui avec une multiplicité de 4. Son énergie tend donc
a décroitre encore. Par conséquent, nous avons
considéré par la suite que I’état privilégié était
I’état bas spin dans les deux états rédox, en ac-
cord avec les données expérimentales.

e [’heme bsgs a pour états les plus stables, les états
haut spin pour le Fel! (M = 5) et I’état spin intermé-
diaire pour le Fe!'! (M = 4). L’écart d’énergie pour
Fe'l entre 1’état haut spin et spin intermédiaire dans
la forme ferrique correspond & 8,5 kJmol~!. Cet écart,
bien qu’au-dessus de la précision chimique, est assez
faible. Comme dans le cas précédent, cet écart a ten-
dance a diminuer avec le nombre de pas d’optimisa-
tion de géométrie car la structure du systéeme avec
une multiplicité de 6 est moins optimisée que celui
avec une multiplicité de 4. Nous avons considéré
que 1’état privilégié était par conséquent I’état
haut spin, ici en accord avec les informations
expérimentales.

e [’héme d a pour états les plus stables, les états spin
intermédiaires pour le Fe!l (M = 3) et pour le Fe!ll
(M = 4). Bien qu’éloignés énergétiquement de 1'état
de spin le plus stable, les états hauts spin lui sont
plus proches que les états bas spin. De plus, la struc-
ture de ’héme d dans tous les états de spin n’a pas
encore convergé. Qui plus est, comme il sera décrit
dans la partie 3.3.2, dans la structure de I’héme d
que nous avons sélectionné pour cette étude, le ligand
axial oxygéné a tendance au cours des pas d’optimi-
sations de géométrie a s’éloigner de la sphere de co-
ordination du fer. Ces résultats ne sont que partiels.
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Nous avons considéré dans la suite que ’état
privilégié était finalement 1’état haut spin en
accord avec les données expérimentales.

Ces résultats, compte tenu des limites de nos calculs ne
sont pas en désaccord avec la littérature’* : 'héme bssg
est bas spin tandis que les hemes bsgs et d sont haut spin.

3.2.2. Evolution de la géométrie en fonction de I'état de

spin

Lors de l'optimisation de géométrie sur les différents
états de spin, nous avons pu observer que la géométrie des
molécules variait en fonction de la multiplicité de spin.
Nous avons souhaité quantifier ces variations pour mieux
les appréhender.

Dans un premier temps, nous définissons les grandeurs
géométriques caractéristiques de la molécule que nous al-
lons suivre au cours des optimisations (Figure. 7). La dis-
tance entre le fer et le ligand axial L est définie par FeL. La
distance moyenne entre le fer et les atomes d’azote de la
porphyrine est notée FeN,,,. Enfin la position du fer par
rapport au plan de la porphyrine sera caractérisée par la
moyenne des angles @’, ot N et N’ sont deux atomes
opposés dans la sphere de coordination du fer. Les données
suivantes sont obtenues & I’aide du logiciel VMD.?*

Fig. 7 Critéres de géométrie considérés, exemple du héme bsss.
Les longueurs FeL et FeNpor considérées sont en traits noirs
—

pleins et les angles NFeN’ en traits rouges pointillés.

Héme bsss @ La moyenne des déviations quadratiques
obtenue sur ’ensemble des structures des 6 états de spin
est de 0,264 A.

FeH

e La distance FeS (premieére colonne de résultats ta-
bleau 3) est maximisée dans I’état de spin intermé-
diaire et minimisée dans I’état de bas spin. L’optimi-
sation de géométrie n’étant pas terminée, cette dis-
tance continue d’augmenter dans le cas de I’état haut
spin.
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Etat rédox M  FeS  FeN FeN,, NFeN’
12295 1,999 1,998 178
Fell 3 3,246 2310 2,003 176
5 2,689 2203 2088 179
2 2373 2009 1,993 179
Felll 4 3,121 2255 1,993 175
6 2,798 2,240 2,063 177

Tab. 3 Valeurs des différents criteres de géométrie pour I’héme
bsss lors du dernier pas d’optimisation de géométrie effectué.
Les longueurs sont données en A et les angles en degrés.

e Le méme comportement est observé pour la longueur
FeN (seconde colonne de résultats Tableau 3).

e La moyenne de la distance FeNp,, (troisiéme colonne
de résultats Tableau 3) est maximisée dans ’état de
haut spin et est similaire et stable dans les deux autres
états. La variation entre 1’état de haut spin et les
autres sur ’ensemble des pas d’optimisation est mi-
nime : de l'ordre de 4 %.

e Les angles NFeN’ (derniére colonne Tableau 3) sont
maximisés (atome de fer dans le plan de la porphy-
rine) dans 1’état de haut spin et minimisé (atome de
fer en dehors du plan de la porphyrine) dans 1’état de
spin intermédiaire.

FeIII

e Le méme comportement pour la distance FeS que
pour 'état Fell est observé (premiére colonne de ré-
sultats Tableau 3). Les longueurs FeS pour 1’état de
bas spin et de spin intermédiaire sont tres similaires ;
elles varient de ’ordre de 7 % les unes par rapport aux
autres au cours des pas d’optimisation de géométrie.

e Le méme comportement est observé pour la longueur
FeN (seconde colonne de résultats Tableau 3).

e Le méme comportement pour la distance FeNy,, que
pour I'état Fe'l est observé (troisitme colonne de ré-
sultats Tableau 3).

e Les angles NFeN’ (derniére colonne Tableau 3) sont
maximisés (atome de fer dans le plan de la porphy-
rine) dans ’état de bas spin et minimisés (atome de
fer en dehors du plan de la porphyrine) dans 1’état de
spin intermédiaire.

Au vu de la partie 3.2.1, les critéres de stabilité sur la
géométrie imposées par le spin semblent étre une mini-
misation des distances entre le fer et les ligands axiaux,
et entre le fer et les atomes d’azote de la porphyrine. Il
est plus difficile de conclure concernant les angles NFeN/
car aucune tendance claire n’est ressortie de nos résultats.
Nous pouvons cependant supposer que le critere de stabi-
lité sur 'angle NFeN’ est sa maximisation au vu de nos
résultats.

Héme bsg; :  La moyenne des déviations quadratiques
obtenue sur ’ensemble des structures des 6 états de spin
est de 0,217 A.
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Etat rédox M  FeO FeN,, NFeN
1 1,930 1,985 169
Fell 3 2,041 2,011 166
5 1,960 2,124 151
2 1,825 1,997 164
Felll 4 1,945 2,011 163
6 1,890 2,102 152

Tab. 4 Valeurs des différents critéres de géométrie pour ’héme
bsgs lors du dernier pas d’optimisation de géométrie effectué.
Les longueurs sont données en A et les angles en degrés. Cet
héme n’a qu’un seul ligand axial.

FGH

e La distance FeO (premiere colonne de résultats Ta-
bleau 4) est maximisée dans ’état de spin intermé-
diaire et minimisée dans 1’état de bas spin. Les va-
riations de cette longueur d’un état de spin a 'autre
sont de l'ordre de 5 % au cours de I'optimisation de
géométrie.

e La moyenne de la distance FeNy,, (seconde colonne
de résultats Tableau 4) est maximisée dans 1’état de
haut spin et minimisée dans ’état de bas spin. Les va-
riations de cette longueur d’un état de spin a 'autre
sont de l'ordre de 7 % lors de loptimisation de géo-
métrie.

o Les angles NFeN/ (derniére colonne Tableau 4) sont
maximisés dans I'état de bas spin et minimisés dans
I’état de haut spin.

FeIII

e Le méme comportement pour la distance FeO que
pour I'état Fell est observé (premieére colonne de ré-
sultats Tableau 4).

e Le méme comportement pour la distance FeNy,, que
pour I'état Fe!! est observé (seconde colonne de résul-
tats Tableau 4).

e Les angles NFeN’ ont le méme comportement que
pour I'état Fe!! (derniere colonne Tableau 4).

Comme dans le paragraphe précédent, les critéres de sta-
bilité sur la géométrie imposées par le spin pour la mo-
lécule semblent étre, d’'une part, une minimisation de la
distance entre le fer et le ligand axial, et des angles NFeN’
et, d’autre part, une maximisation des distances entre le
fer et les atomes d’azote de la porphyrine.

Héme d : Dans la structure issue des données expéri-
mentales de I’héme d de E. coli, le ligand axial oxygéné
est en dehors de la sphere de coordination du fer. En ef-
fet, une molécule de dioxygene se trouve entre le fer et le
ligand. Comme cela sera discuté dans la partie 3.3.2, nous
avons fait le choix dans les structures optimisées par De-
Mon2k de prendre tout de méme en compte ce ligand en
le rapprochant du fer.

Cependant, le ligand axial oxygéné étant en dehors de
la sphere de coordination du fer lors des optimisations de
géométrie, il s’éloigne du fer. Les résultats ne sont donc
pas comparables aux autres. Les angles NFeN’ sont no-
tamment faussés, le fer n’ayant plus de ligand axial. Nous
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ne pouvons plus observer de phénomene de flexion du plan
de la porphyrine lié au ligand axial.

Au regard de la littérature® et de nos résultats, bien
qu’ils soient partiels, nous avons décidé de considérer 1’état
de spin le plus stable comme étant 1’état haut spin.

Finalement, les structures d’un état de spin a un autre
changent peu. Le parametre géométrique changeant le
plus, et devenant donc le plus pertinent a étudier, est
la position du fer par rapport au plan de la porphyrine
(NFeN').

3.3. Optimisation de géométrie

Maintenant que ’ensemble des parametres nécessaires a
notre étude a été déterminé, la premiere étape vers 1’ob-
tention des propriétés rédox est I'optimisation de géomé-
trie des molécules dans leurs états de spin les plus stables.
Dans cette partie, sont présentées les optimisations de géo-
métrie effectuées sur les molécules ainsi qu'une discussion
et une remise en cause de la méthode utilisée pour réaliser
ces optimisations de géométrie.

3.3.1. Ajout du ligand

Afin de tester notre méthodologie et dans un souci d’éco-
nomie de temps de calcul, les résultats suivants ont été
obtenus seulement pour I’héme bsgs haut spin.

En suivant la méthodologie explicitée dans la partie 2.3,
nous avons dans un premier temps optimisé la géométrie
de la porphyrine, puis celle de la porphyrine avec I’atome
de fer central. En paralléle, nous avons reproduit la struc-
ture de I’héme bsgs complet a l'aide du logiciel Avogadro
et nous avons optimisé sa géométrie.

En premier lieu, nous comparons les deux géométries
obtenues si la déviation quadratique du déplacement d’un
pas a lautre de 'optimisation de géométrie est inférieure
a5,0x1072 A.

Les deux structures, en omettant le ligand, sont tres si-
milaires (Figure 8). En effet la déviation quadratique entre
les deux structures est de seulement 6x10~2 A. Cette dé-
viation quadratique est dans l’erreur permise lors de ’op-
timisation de géométrie.

Deux conclusions peuvent étre tirées de ce résultat.

D’abord, I'ajout du ligand change peu la structure de
I’héme. Les optimisations de géométrie ont surtout pour
effet une modification de position du ligand par rapport a
I’héme.
Ensuite, partir d’'un fragment ayant une structure optimi-
sée ne change pas beaucoup la géométrie finale de ’héme
et nécessite finalement plus de temps de calcul. En effet, les
grands changements de géométrie se font lors des premiers
pas d’optimisation et rapidement. Optimiser la géométrie
de fragments plus petits nécessite d’accumuler des étapes
et allonge donc le temps de calcul global. Des lors, nous
n’avons plus suivi la méthode proposée dans la partie 2.3
et nous avons optimisé les géométries de tous les hemes
sans passer par des fragments intermédiaires.

3.3.2. Géométrie extraite de données expérimentales

La géométrie des cytochromes bd de E. coli et de G. Th
ont été déterminées expérimentalement.®* Il est possible
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Fig. 8 Superposition des structures optimisées de I’héme bsgs.
La structure rouge a été créée a partir du fragment optimisé
de la porphyrine auquel nous avons ajouté I’atome de fer cen-
tral. Puis ’ensemble a été optimisé. Le ligand axial sur cette
structure n’a pas encore été ajouté. La structure bleue a été
obtenue sans utiliser de fragments intermédiaires. Il s’agit du
héme bsgs optimisé avec ligand. Le ligand axial n’a pas été re-
présenté pour des raisons de visualisation.

a ’aide du logiciel VMD d’extraire de ces données la géo-
métrie expérimentale des hémes.

Pour chaque héme de chaque bactérie, nous compa-
rons sa structure construite a 'aide du logiciel Avoga-
dro puis optimisée avec DeMon2k a la structure issue
des données expérimentales. Il est important de souli-
gner que les données expérimentales ne permettant pas
de faire apparaitre les atomes d’hydrogéne (méthode de
cryo-microscopie électronique), nous les avons ajoutés a
I’aide du logiciel Avogadro. De plus nous avons réalisé sur
la structure ainsi obtenue 50 pas d’optimisations de géo-
métrie pour que, sans trop la faire varier, cette derniere
soit adaptée a la fonctionnelle et a la base choisies.

Heéme FeN FeO FeS FeNpor
bsss 0,02 0,025 0,01

E. coli  bsgs 0,005 0,01
d 0,031 4 0,02

bsgs 0,039 0,01 0,006

G. Th d 0,005 0,009

Tab. 5 Comparaison de longueurs caractéristiques entre le
systeme optimisé par DeMon2k et la géométrie expérimentale
aprés 50 pas d’optimisation de géométrie. FeL représente la dif-
férence entre entre les longueurs Fel, avec L un ligand axial,
d’une géométrie & une autre, moyennée sur les différents états
rédox. FeNpo, représente la différence entre les moyennes des
longueurs FeNyp,, des différentes géométries, moyennée sur les
différents états rédox. Toutes les unités sont en A.

Nous observons que les structures issues des données ex-
périmentales et celles optimisées a ’aide de DeMon2k sont
treés similaires (Table 5). La quasi-totalité des variations
représentent moins de 5 % de la longueur des liaisons.

Le seul résultat divergent que nous avons obtenu est la
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longueur FeO dans le cas du héme d de E. coli. En effet
dans cette molécule, le ligand axial oxygéné est en dehors
de la sphére de coordination dans les données expérimen-
tales car une molécule de dioxygene se trouve entre ce der-
nier et le fer. Cependant, lors de la création de la molécule
nous avons fait le choix de prendre en compte ce ligand
et donc de le rapprocher de ’héme car nous estimons sa
présence nécessaire a une étude rigoureuse de 'impact des
ligands sur les propriétés de I’héme, en ’absence de dioxy-
gene.

Les temps de calcul étant nettement inférieurs en par-
tant de la structure expérimentale. En effet, seulement 50
pas d’optimisation de géométrie ont été nécessaires contre
environ 1000 pas pour arriver a des résultats similaires.
Ainsi, nous recommandons pour de futures études d’utili-
ser ce « raccourci » d’optimisation. De plus, cette métho-
dologie permet de minimiser les erreurs lors de la construc-
tion de molécule. Elle permet également un gain de temps
sur la création initiale de la molécule : extraire la géomé-
trie des hemes des résultats expérimentaux est donc plus
rapide que de les créer a 'aide d’Avogadro.

3.3.3. Opftimisation des hemes

Avec les parametres de calcul déterminés précédemment
et a I’aide de la méthodologie adaptée explicitée plus haut,
nous avons optimisé la géométrie des hémes dans les deux
bactéries de notre systéme : E. coli et G. Th.

Dans G. Th, ’héeme central bssg ne change ni de place ni
de ligand par rapport a F. coli. Pour éviter toute redon-
dance il n’est pas nécessaire d’optimiser ce dernier pour
les deux bactéries. Il est nécessaire de préciser que par
manque de temps de calcul, toutes les optimisations de
géométrie n’ont pu étre menées a leur terme. En effet, il
faut compter environ une vingtaine de jours pour mener a
bien une optimisation de géométrie.

Pour E. coli, les gbométries des hémes bssg (états Fell et
Fel™), bsos (état Felll) et d (état Fel') ont été totalement
optimisées (Table 6). Comme explicité dans la partie 2.3,
apres avoir vérifié que ’ensemble des fréquences sont po-
sitives sur le spectre des modes normaux de vibration de
la molécule (Figure 9) nous pouvons en conclure que la
géométrie de la molécule est bien optimisée. En effet, sur
cette figure représentant I’ensemble du spectre, toutes les
fréquences sont positives.

Les hémes bsgs (état Fe'l) et d (état Fe'l) n’ont pas été
entierement optimisés (Tableau 6). Néanmoins, respecti-
vement 600 et 400 pas d’optimisation de géométrie ont
été réalisés, environ deux fois plus serait nécessaire pour
optimiser complétement la géométrie de ces hemes.

Pour G. Th, les hémes bsgs et d ont été optimisés com-
plétement respectivement dans les états Fell et Fell. Plus
précisément, les états Fe!! de ’héme bsgs et Felll de Phéme
d n’ont pas été totalement optimisés (Table 6).

3.4. Calcul des propriétés rédox des héemes

Une fois les structures de nos molécules optimisées, nous
avons cherché a calculer les propriétés rédox de ces der-
nieres.

On définit ’énergie d’ionisation (ET) et I'affinité électro-
nique (AFE) par I’énergie nécessaire aux réactions suivantes
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Bactérie Heme Etat rédox Optimisation Modes normaux de vibration
E. coli b558 FeH O O
Felll (0] (0]
b595 FeH NO NO
Felll (0] (0]
d Fell NO NO
Felll (0] (0]
G. Th b5g5 FeH NO NO
Felll (0] (0]
d Fell (0] (0]
Felll NO NO

Tab. 6 Résumé des calculs effectués lors du stage. O signifie que le calcul a été mené a son terme. Inversement, NO signifie que

le calcul est partiel.

400 4

w
[a=}
o

S}
jan}
(=]

Intensité (km.mol ')

100 4

2000 3000

Fréquence (cm™!)

0 1000

Fig. 9 Spectre des modes normaux de vibration de ’héme bsss
aprés optimisation. Aucune fréquence imaginaire n’est obser-
vée. La géométrie est donc celle d’un minimum d’énergie.

(respectivement les équations 16 et 17) :

+ —
Xg) = Xy Te

X(g) +e — X(_g), (17)

avec X(g) une espece chimique en phase gazeuse.
En pratique ces grandeurs ont été déterminées ainsi :

ElI = EFeIII —
AE == EFeH -

EI(:)\CII
EI(:)\eIII s

(18)
(19)

ou Fg,» est I'énergie de la géométrie optimisée pour ’état
rédox du fer n (II ou ITI), Epns+r est I'énergie de la géomé-
trie optimisée pour I’état rédox du fer n a qui un électron
a été arraché ou ajouté.

La propriété rédox que nous avons étudiée est ’énergie
libre de Gibbs de la demi-réaction rédox, dans le sens de
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l'oxydation, notée :

1

ArGozzi(EI——AED (20)

Nous obtenons les résultats suivants :

Heéme EI AE A, GO
bsss 5,203 —5,049 5,126

E. coli bsgs 2,505 —2,154 2,330
d 2,350 —2,055 2,203

bses 2,136 —1,932 2,034

G. Th d 2,583 —2,271 2,427

Tab. 7 Energie d’ionisation (EI) et affinité électronique (AE)
des différents hémes en eV. Ces grandeurs sont définies respec-
tivement dans les équations 18 et 19.

Nous n’obtenons pas par calcul les mémes ordres dans
les écarts relatifs que dans les données expérimentales (Fi-
gure 10). Pour G. Th les hémes d et bsgs sont inversés par
rapport aux données expérimentales. Pour E. coli on ob-
tient I'ordre : heme d, bsgs, bssg contre 'ordre heme bsgs,
bsss, d dans les données expérimentales.

Cependant, nous obtenons une inversion des écarts rela-
tifs des propriétés rédox des hémes bsgs et d d’une bactérie
a lautre en accord avec les résultats expérimentaux.

L’écart relatif des propriétés rédox de ’héme d repré-
sente 12 % de Iécart relatif des propriétés rédox de I’héme
bsos dans nos résultat pour G. Th. Par analogie, dans les
résultats expérimentaux, ’écart relatif des propriétés ré-
dox de ’héme bsgs représente 21 % de ’écart relatif des
propriétés rédox de ’heme d.

Ces différences dans nos résultats pourraient s’expliquer
par les limites des calculs effectués.

Cependant, ces différences peuvent tout aussi provenir
de la nature méme des calculs effectués. En effet, nous
avons fait le choix lors de ce stage de ne pas considérer les
effets des solvants et de l’environnement protéique. Cet
environnement autour des hémes pourrait cependant étre
responsable de leurs propriétés chimiques.

Aussi, réalisant les calculs en phase gazeuse, nous avons
considéré I’héme bssg identique dans FE. coli et G. Th.
Ses propriétés physico-chimiques sont donc censées étre
identiques. Or, dans les résultats expérimentaux, on ob-
serve que le potentiel rédox est différent d’une bactérie a
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Ecart relatif

bggs —

bsg5

Résultats calculés

d —
0.051
0.00+ Bigg —
bsss
—0.051
—0.10+1
bsgs
—0.151
d

Résultats expérimentaux

Fig. 10 Ecart relatif des propriétés rédox par rapport 4 I’héme bsss de E. coli. A gauche sont les valeurs que nous avons calculées
(—A,G° en eV calculé & partir du Tableau 7 et de 1’équation 20). A droite, les valeurs expérimentales® (E° le potentiel rédox
standard en mV). On a : A,G° x E°, comparer positions des écarts relatifs des hémes dans ces deux jeux de données est donc
justifié. Nous avons considéré que ’héme bsss de G. Th était identique a celui de E. coli pour les valeurs calculées.

Pautre : 176 mV pour E. coli et 155 mV pour G. Th. L’en-
vironnement des hémes semble bien avoir un impact sur
leurs propriétés physico-chimiques.

4, CONCLUSION

Ce stage a permis une étude des hémes dans les cyto-
chromes bd des bactéries E. coli et G. Th. Une approche
systématique basée sur I’analyse des parameétres de calcul
a permis de définir les parametres clés controlant les résul-
tats sur les propriétés de ces systémes complexes. L’exa-
men de la stabilité des différents états de spin du systéme
nous a conduit a 'optimisation de géométrie des différents
hémes. Nous avons ensuite calculé et analysé leurs proprié-
tés rédox.

Nos résultats suggerent :

e Que la méthodologie par fragments développée au dé-

but du stage n’était finalement pas pertinente.

e Partir d’une géométrie initiale issue des données ex-
périmentales semble plus adapté et permet une opti-
misation de géométrie des molécules plus rapide.

e Malgré des différences avec I'approche expérimentale,
nous obtenons effectivement une inversion des écarts

relatifs des propriétés rédox des hémes de E. coli et
G. Th.

e Ces différences peuvent étre expliquées par I’environ-
nement des hemes qui semblent avoir un impact sur
leurs propriétés physico-chimiques.

Ces résultats bien que préliminaires sont prometteurs.
Sachant qu’une optimisation complete prend une ving-
taine de jours, des études complémentaires sont mainte-
nant nécessaires pour confirmer ces résultats.

Cette étude ne prend pas en compte les effets des atomes
proches du systéme étudié : solvant, environnement enzy-
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matique. Le systéme des trois hémes combinés avec leur
environnement dépasse alors 500 atomes, ce systéeme est
lourd pour un calcul de DFT. Une premiere perspective
de recherche est d’introduire cet environnement a ’aide de
méthode QM/MM (Quantum Mechanics/Molecular Me-
chanics). Cette méthode combine les avantages de la préci-
sion de la DFT et la rapidité d’exécution de la dynamique
moléculaire.?*

Il serait également possible a ’aide de méthodes de DFT
dépendant du temps (RT-TDDFT, Real-Time Time De-
pendant Density Functionnal Theory.) de suivre Iévolu-
tion de ’échange d’électrons en la présence des 3 hemes et
ainsi de caractériser plus finement notre systeme.
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