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“I have a friend who’s an artist and has sometimes taken a view which I don’t
agree with very well. He'll hold up a flower and say “look how beautiful it is”,
and I'll agree. Then he says "I as an artist can see how beautiful this is but you
as a scientist take this all apart and it becomes a dull thing”, and I think that he’s
kind of nutty. First of all, the beauty that he sees is available to other people and
to me too, I believe. Although I may not be quite as refined aesthetically as he is ...
I can appreciate the beauty of a flower. At the same time, I see much more about
the flower than he sees. I could imagine the cells in there, the complicated actions
inside, which also have a beauty. I mean it’s not just beauty at this dimension,
at one centimeter; there’s also beauty at smaller dimensions, the inner structure,
also the processes. The fact that the colors in the flower evolved in order to attract
insects to pollinate it is interesting; it means that insects can see the color. It
adds a question: does this aesthetic sense also exist in the lower forms? Why is
it aesthetic? All kinds of interesting questions which the science knowledge only
adds to the excitement, the mystery and the awe of a flower. It only adds. I don't
understand how it substracts.”

Richard P. Feynman






Vil

Agraiments

El procés de creacié d’una tesi doctoral, amb la recerca que comporta, és
un procés llarg i a vegades extenuant, pero sobretot és un procés que, en
el meu cas, hauria estat impossible sense els inestimables suports rebuts.
Ja d’antuvi em disculpo per la gent que em pugui deixar...

Jo vaig entrar en el mén de la recerca cientifica de la ma del Ricard Ge-
labert, que després ha esdevingut el meu director de la tesi doctoral que
teniu a les mans, juntament amb el Miquel Moreno. El Ricard havia estat
el meu professor de Quimica Quantica i de Programaci6 i, sense dubte, ell
va ser la persona que em va despertar 'interes pel mén que he explorat
els darrers anys. L'estiu posterior a tenir el Ricard de professor vaig co-
mengcar a col-laborar amb el grup de recerca "Dinamica i Mecanismes de
les Reaccions Quimiques i Bioquimiques", on finalment he desenvolupat
la meva tesi doctoral, i a ell li haig d’agrair, entre altres coses, que em guiés
en els meus primers passos de la meva vida com a investigador, en aquell
caloréds estiu. Durant el doctorat ha estat, sense dubte, un punt de suport
intel-lectual i animic i les hores al despatx han donat lloc a les més variades
converses: des de resolucions de dubtes de programacio6, a classes impro-
visades de teoria, perd també expansives dissertacions sobre filosofia de
la ciéncia o, perque no, historia de la humanitat. També vull agrair espe-
cialment al Miquel (que ha compartit la direcci6 de la tesi amb el Ricard)
i al Josep Maria Lluch les nombroses discussions sobre proteines fluores-
cents i tot el que les acompanya, aixi com el consell i recolzament rebut.
També a la resta de membres séniors del grup, la Laura Masgrau, la Mireia
Garcia i especialment a I’Angels Gonzalez. Durant aquests anys també he
pogut comptar amb la companyonia dels altres membres junior del grup,
passats i presents, amb els quals he tingut el gust de coincidir: el Carlos,
la Patricia, la Maria Fernanda, 1’Anna, 1’Alejandro, el Jordi i, especialment,
el Marc, que era el doctorand amb més experiencia quan jo vaig comengar
el meu cami al grup, i que em va ajudar en els durs inicis de la quimica
computacional.

Vull agrair als meus amics i familia el recolzament que m’han donat en
tot moment. Sense cap mena de dubte, sense el seu suport el cami hauria
estat molt més complicat.

També haig d’agrair sincerament 1’ajuda prestada durant el desenvolupa-
ment de la recerca que a desembocat en aquesta tesi a un bon nombre de
persones. Als tecnics: el Carles, la Irene, 1’Elisabeth i finalment el Sergi,
per haver estat sempre disposats a solucionar tots els problemes informa-
tics que han sorgit. Al Walter Thiel 1i vull agrair que m’acceptés al seu



viil

grup per fer una estada que, encara que curta, ha resultat molt profitosa
i al Lasse Spoerkel li agraeixo 1’acolliment i la companyonia que em va
brindar en terres germaniques. També vull agrair a la Neus Sanchez la
seva implicaci6 en la correcci6 ortografica d’aquest document.

Pel queé fa al suport insitucional i economic, haig d’agrair a la Universi-
tat Autonoma de Barcelona la beca de Personal Investigador en Formaci6
(PIF) que he gaudit dels anys 2013 a 2017. A I’Agencia de Gesti6é d"Ajuts
Universitaris i de Recerca (AGAUR) del departament d’Empresa i Conei-
xement de la Generalitat de Catalunya, la concessi6é de la Beca per a les
Activitats Academiques Dirigides al Suport al Professorat (AAD) durant el
pariode 2014-2016. Al Max-Planck-Istitut fiir Kohlenforschung a Miilheim
an der Ruhr per I’acolliment durant la meva estada doctoral. Finalment cal
agrair el financament rebut durant el projecte al Ministerio de Economia y
Competitividad mitjangant els projectes CTQ2011-24292 i PK612960 i a la
Generalitat de Catalunya a través del projecte 2009SGR409.



ix

Declaracid iii

121 Brevissima Hi ia de les Proteines Fh | 7
1.2.2  Mecanisme de Fluorescénciadela GFR . ... .. .. 9
1.23 TaPaletadeColord . . ... ... .. ... ....... 11
........................ 12

: 15

19

20

20

22

23

Temps . . . ... ... ... ... ....... 24




m_m ..................... 87




X1

6.3.5__El Cau del Conill: el Desti Ocult de 'Especie AY . . . 118

6.4 Conclusions Parcials . . . . . ... 120

i Ogiques . . ... e 120

‘ i imiques . . . .. ... .. ... ..., 121

I Peroratia 123
l7__Conclusions 125
IV__ Bibliografia 127
[V__Apendix 141






EXORDIUM

Io fin qui t’ho condotto, or piti non lice
Teco venir, ch’amara legge il vieta,
Legge iscritta col ferro in duro sasso

De l'ima reggia in su l’orribil soglia,

Che in queste note il fiero senso esprime:
L'Lasciate ogni speranza, voi ch’entrate".

Speranza - L'Orfeo (C. Monteverdi)






1 Introduccid

1.1 Proleg: Avis per a navegants

Teniu a les mans una tesi doctoral. Idealment, la tesi, com a document, és
la sublimaci6 del procés de creacié de coneixement. Es I'eina per la qual
el coneixement es pot construir doncs engloba el que entenc que és 1'tinic
procés possible per crear-lo: descriu unes observacions, presenta uns re-
sultats i conclou un graé més de coneixement a partir d’aquests. I el més
important és que ho fa d’una manera tragable i reproduible. Si mai algt
discrepa de les conclusions presentades o de la metodologia utilitzada per
la obtenci6 dels resultats que han desembocat en aquestes conclusions, pot
seguir el procediment invers, remenant les entranyes d’aquest nou conei-
xement creat per, si cal, invalidar-lo o substituir-lo per un de més adequat.
Aixi doncs, la presentacié d"una tesi no deixa de ser un acte d’exhibicionis-
me cientific, una manera de despullar-se per defensar una nova parcel-la
d’univers colonitzada per la ciéncia.

Crec que un dels reptes que té la ciencia avui dia és fer entendre al public
extra-cientific quin tipus de coneixement és el coneixement cientific, que
vol dir fer ciencia i que se’n pot esperar de la mateixa. Vivim en un mén
superinformat on costa molt discernir entre el qué és coneixement i el que
no ho és. David Roberts va fer servir el terme “post-veritat” fa pocs anys
en un article on parlava de la discussi6 politica al voltant del canvi climatic
per descriure la situacié en que hi ha politics que neguen aquest fet mal-
grat tota I'evidéncia cientifica que tenim avui dia per confirmar-lo, tan sols
invocant arguments de tipus emocional. Em permeto recordar que el que
és el president de l'estat espanyol en el moment de redaccié6 d’aquestes
linies va gosar dir que no creia que el canvi climatic fos tin gran problema
mundial"perque aixi li ho va dir el seu cosi, o que el també actual pre-
sident dels Estats Units es declara un negacionista del canvi climatic de
primera linia. L’any 2016, Oxford Dictionaries va erigir el terme post-truth
(post-veritat en angles) com a paraula de I'any? i és que, encara que inici-
alment va ser un concepte aplicat a la politica, crec que és absolutament
adaptable a qualsevol discussié on hi intervinguin les idees de coneixe-
ment o veritat. Sembla ser que actualment, "els fets"han passat a un segon
terme: sovint ens estimem més descripcions senzilles i poc acurades del
complex mén que ens envolta, mentre no xoquin gaire amb les nostres
idees preestablertes o gustos emocionals. Hi ha un problema generalitzat
de pensament critic: sovint tendim a creure’ns alldo que ens estimula o ens
plau emocionalment enlloc d’allo que es pot considerar coneixement, allo
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que compleix els requisits pertinents per poder ser elevat a tal categoria.
Aixi doncs, adoptem una relacié heuristica amb la realitat. Només cal do-
nar un cop d’ull al’auge de les medicines pseudocientifiques per entendre
que tenim un problema global de concepcié de la realitat. Sovint es bus-
quen respostes dogmatiques a preguntes massa complexes, unes respostes
que, malauradament, la ciencia de vegades no pot proporcionar. Les pseu-
dociéncies sempre tenen respostes per a qualsevol pregunta, perd no son
respostes basades en el coneixement ja que no son tracables ni falsables.
Aixi doncs aquestes respostes, com que no son veritat, podem afirmar que
s6n mentides.

Per tant, com hem d’entendre la ciencia per tal de tenir una visié acurada
i critica de la realitat? La ciencia no és més que una eina que hem creat per
poder estructurar i descriure la visi6 que tenim del mén que ens envolta.
Vull remarcar que tan sols podem arribar a descriure la visié que tenim del
mon que ens envolta, no el propi mén. Nosaltres, com a éssers humans,
pero abans com a mamifers, animals, organismes vius, experimentem un
univers al nostre voltant i ens en fem imatges mentals. Amb la ciéncia,
intentem descriure aquesta imatge. En cap cas serem capacos de descriure
res que sigui fora de la imatge mental que ens fem del moén, ja que fora
de la nostra percepcid, no hi ha res que puguem experimentar. De fet, ni
tan sols podem estar segurs que hi hagi res fora del nostre pensament. El
Geni Maligne® de Descartes és una opcié que no es pot "descartar”: po-
driem estar immersos en un mén virtual sense que ho poguéssim notar,
o prendre per logiques algunes conclusions que en realitat no ho sén, tot
per obra d’aquest Geni Maligne. Com diu el propi Descartes en la seva
celebre frase “cogito ergo sum”, de I'tinica cosa que podem estar segurs és
de la propia existencia. Que metafisicament no puguem estar segurs de
res del que ens proporcionen els nostres sentits o la nostra rad, no vol dir
que no sigui convenient adoptar models mentals que ens permetin viure
en aquest mon, real o imaginari, i que a més ens permetin fer-ne predic-
cions. En aquest sentit, qualsevol model mental que puguem concebre
que permeti explicar les nostres observacions seria un model de realitat
valid. Stephen Hawking i Leonard Mlodinow explicaven aquesta concep-
ci6 de realitat amb el segiient exemple:* posem el cas d’un peix que viu
en una peixera esferica. Ell observara una realitat distorsionada respec-
te la nostra: distorsionada no vol dir menys real, tan sols diferent, doncs
la nostra visi6 també esta condicionada a altres circumstancies. Amb la
seva visi6, podria observar una trajectoria corbada des de dins la peixe-
ra per a un moviment extern a la mateixa, que nosaltres interpretariem
com a rectilini. El peix podria formular lleis cientifiques que descrivissin
aquest moviment i que sempre es complirien des de dins la peixera i, per
tant, podria fer previsions sobre el comportament de 1'univers “exterior”
(exterior a la peixera, és clar). Les lleis del peix serien diferents a les nos-
tres, perd hauriem d’acceptar que tindrien la mateixa validesa. Es evident
que nosaltres també vivim dins d’una peixera, que és el nostre cervell, el
nostre cos, o els nostres sentits. Per tant hem d’acceptar que qualsevol mo-
del de realitat que concordi amb les nostres observacions i ens permeti fer
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FIGURA 1.1: Enl'exemple de Hawking i Mlodinov, les possi-
bles lleis cientifiques que desenvolupés el peix des de dins la
peixera, que serien diferents a les nostres, serien igualment

valides per al seu model de realitat. Extret de Hawking et
al®

prediccions, tot aixd0 de manera reproduible, sera acceptable. Hawking i
Mlodinov anomenen aquesta concepcio de realitat “realisme depenent del
model”.

Crec que aquesta idea és principal i s’ha de tenir present en un treball com
el que teniu a les mans. Anant una mica més enlla en aquesta descrip-
ci6, em podria atrevir a dir que no existeix aquest llibre (com a objecte,
vull dir), doncs no hi ha res fora del nostre cap que respongui a la idea de
llibre. Algun observador extern que interaccionés amb el seu entorn d’al-
guna manera exotica, podria no experimentar aquest llibre com a unitat
i per tant es faria un model de realitat on aquest llibre no existeix com a
tal, per tant seria possible un model on aquest llibre, com a tal, no existis.
A nosaltres, ens és molt convenient adoptar un model de realitat on tenim
objectes discrets (llibres inclosos), i per aixo parlem d’objectes amb natura-
litat, pero hem de tenir present que no és I'tinica manera possible d’enten-
dre el mén. Es una qiiestié de comoditat: el fet que acceptem que la Terra
gira al voltant del Sol i no al contrari és senzillament perque, amb les mate-
matiques que hem creat, ens és molt més convenient explicar el moviment
de la resta de planetes del Sistema Solar prenent un model heliocentric
pero, com deia, fora del nostre pensament, ningt déna voltes al voltant
de ningt ja que no existeix un sistema de referéncia absolut. Repeteixo, és
una qliesti6é de conveniencia del model. Per tant, seguint la lex parsimoniae
d’Ockham, prendrem com a valid aquell model que minimitzi la quantitat
d’assumpcions que hem de prendre per a entendre’l. Per exemple, ima-
ginem que estem observant la presencia d’una taula en una habitacié. Si
abandonem I'habitacié per tornar-hi a entrar més tard i tornar-nos a trobar
amb la taula, podriem pensar que aquesta ha desaparegut just quan hem
tancat la porta per tornar a apareixer quan hem entrat de nou a ’habita-
ci6 aixi que podriem formular lleis fisiques que expliquessin l'univers en
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aquest context. Ara bé, triem fer-nos un altre model mental: la taula sem-
pre és alla, la veiem o no. Generalment, es pren aquest tltim model com a
valid perqueé és el que simplifica més clarament 1'explicacié de l'univers, i
per tant, és la que ens és més comode.

El tema que aqui tan sols enceto és prou extens per fer-ne unes quantes
tesis doctorals addicionals, només 'he exposat fins on crec que és estric-
tament necessari pel seguiment de qualsevol tesi cientifica, perd especi-
alment aquesta. En treballs de caire teoric, com és el cas que us ocupa,
haurem d’utilitzar visions diferents de la realitat per adaptar la descrip-
cié6 del mén que observem a les nostres necessitats. A vegades podrem
fer servir teories classiques per descriure algunes de les situacions que
ens trobarem, d’altres vegades farem servir teories quantiques, o fins hi
tot aproximacions classiques a comportaments quantics, entre d’altres... I
sempre estarem descrivint el mateix univers. Navegants, esteu avisats.

1.2 Proteines Fluorescents

L’avang de la tecnica sempre ha anat acompanyat del de la ciéncia. Sovint,
la ciéncia es veu acotada per les limitacions técniques a les que 1’ésser hu-
ma pot accedir. Hi ha teories desenvolupades fa desenes d’anys que tot
just recentment han pogut ser testades (per exemple, amb el descobriment
del bos6 de Higgs™® 'any 2012, teoritzat als anys seixanta?®). Es habitu-
al que la ciéncia resti a 'espera d’algun avang técnic (no pas teoric) que
la permeti progressar. Quelcom similar ha passat amb la Quimica Teori-
ca i Computacional al llarg dels anys. L’arribada dels superordinadors ha
obert un moén de possibilitats per a aquesta disciplina. Calculs que abans
eren del tot inimaginables, avui dia es poden realitzar d"una manera rela-
tivament senzilla. Amb tot, la recerca és, per definicid, expansiva: ningt
que faci recerca basica esta interessat en fer allo que ja es pot fer, si no en
fer coses noves per tal d’estudiar casos que han restat inaccessibles fins al
moment. En recerca, sovint es juga al limit de les propies possibilitats tec-
niques i per aixo ens cal, encara, adoptar visions aproximades de la realitat
per a poder obtenir resultats concrets de sistemes complexos. Em remeto
a la celebre cita de Dirac:

The underlying physical laws necessary for the mathematical
theory of a large part of physics and the whole of chemistry
are thus completely known, and the difficulty is only that the
exact application of these laws leads to equations much too
complicated to be soluble. It therefore becomes desirable that
approximate practical methods of applying quantum mecha-
nics should be developed, which can lead to an explanation of
the main features of complex atomic systems without too much
computation.

- Paul M. Dirac
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L'estudi de sistemes fotobiologics de gran interes per a la comunitat cienti-
fica, com ho sén les Proteines Fluorescents o FPs (Fluorescent Proteins),” 2
ha esdevingut un repte engrescador perd assumible en els dltims anys,
doncs I'avang de les teories de la Quimica aixi com de la possibilitat tecni-
ca de les maquines actuals fa que, per fi, puguem estudiar i racionalitzar
sistemes complexos a nivell multiescala. Amb tot, per poder entendre el
gran interes cientific que desperten les proteines fluorescents, cal contex-
tualitzar el coneixement que es té sobre les mateixes.

1.2.1 Brevissima Historia de les Proteines Fluorescents

A mitjans dels anys 50 del segle passat, es va observar el fenomen de la bi-
oluminescencia en la medusa Aequorea victoria, una medusa propia de les
aigiies del pacific que emetia llum verda® Aleshores, es pensava que to-
tes les reaccions de bioluminescéncia es produien per la reacci6 luciferina-
luciferasa, i aquesta fou la sospita de la comunitat cientifica. En termes
de bioluminscencia, els complexes luciferna-luciferasa sén parelles de bi-
ocompostos susceptibles de reaccionar entre si i emetre llum. Sovint, les
luciferines s6n molecules relativament petites i actuen de substrat de les
luciferases, enzims que oxiden les primeres per donar una reaccié biolumi-
niscent. A partir d’estudis in vitro del complexe luciferina-luciferasa trobat
en 1"Aequorea victoria, aequorina-coelenterazina, es va aconseguir I'emissio
de llum, perd de llum blava'*! Faltava, encara, una pega del puzzle per
entendre I'emissi6 de llum verda d’aquell organisme. L'any 1962 Osamu
Shimomura va aconseguir aillar aquesta pega,*® la Proteina Verda Fluores-
cent o GFP (Green Fluorescent Protein), d’aqui en endavant. Va extreure
aquesta proteina de la propia medusa i va observar que emetia llum verda
al ser irradiada amb Ilum blava, tancant aixi el cicle: la reaccié de 1’aequo-
rina (luciferina) amb la colenetrazina (luciferasa) produeix llum blava, que
és rebuda per la GFP per mitja d'una transferencia d’energia no radiativa,
qui finalment emet la caracteristica llum verda.***® La GFP presenta el seu
maxim d’absorci6 als 398 nm, emetent als 508 nm.**?" La importancia d’a-
quest descobriment rau en el fet que la GFP és “autofluorescent”, és a dir
que no requereix cap cofactor extern a ella per emetre fluorescencia, si bé
de forma natural participa d"un cicle bioluminiscent més complex.

L’any 1979 Shimomura va aconseguir deduir l'estructura del cromofor
dins la proteina?! L'estructura 4-(p-hydroxybenzildi¢)imidazolid-5-ona
del cromofor (HBDI) va ser confirmada amb posterioritat®® i es va pro-
posar que es forma per la condensaci6 i posterior oxidaci6 dels residus
Ser65, Tyr66 i Gly67%* La GFP havia estat descoberta, perd era un ge-
gant adormit. Com passa sovint en ciencia, especialment en aquella que
és multidisciplinaria, va haver d’esperar que altres disciplines de la ciencia
i tecniques experimentals es posessin a 1’altura del que el cas demanava.
Amb tot, li va arribar el seu torn amb el boom de l'expressié genetica.
L’any 1992 es va determinar per primera vegada la seqiiéncia genetica de
la GFP#* i I'any 1994 va poder ser expressada,® tot permetent confirmar
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FIGURA 1.2: D’esquerra a dreta: la medusa Aquorea victoria,
I’estructura de barril 3 de la GFP i ’estructura molecular del
cromofor

que el cromofor es forma en una reacci6 autocatalitica dels residus anteri-
orment esmentats. L'elucidacié de l'estructura de la GFP per difracci6 de
rajos X va permetre observar com esta formada d’onze fulles 3 que formen
un barril,. atravessat per una helix a que conté el cromodfor®® Aquesta dis-
posici6 interior del cromofor, com veurem, és el que li déna a la GFP les
seves caracteristiques uniques (Figura [1.2)).

L’'interes en la GFP es va disparar un cop va aparexier la possibilitat d’expressar-
la unida a altres proteines. La GFP es va convertir en una opci6 de primer
ordre pel marcatge de proteines in vivo, donades les seves caracteristiques:
és autofluorescent,*” té un alt rendiment quantic (QY) de 0,8 (en compa-
raci6 amb el rendiment quantic del cromofor aillat en soluci6, que és de
107?),%” és molt resistent a una ampli rang de temperatura, pH, sals i pro-
teases,” i donat el seu petit tamany (només té 238 aminoacids),* es pot
unir a altres proteines sense afectar la funcié d’aquestes, a més de tenir
una baixa toxicitat*> Aixi doncs, s’havia obert la capsa de Pandora, un
marcador de proteines que permetia fer seguiments no invasius de pro-
cessos biologics. Marcant altres proteines o teixits amb GFP i d’altres pro-
teines fluorescents desenvolupades posteriorment, es va poder observar la
reactivitat dels primers, el seu moviment, comportament, etc:**® Potser
I'aplicacié de les proteines fluorescents, a vegades anecdotica, pero que
més ha trascendit al ptiblic no cientific, és la possibilitat d unir-les a teixits
de mamifers vius creant, aixi, mamifers fluorescents**=¢ (Figura [[.3). Avui
en dia, les proteines fluorescents sén cabdals en els estudis de bioimatge i
representen una eina indispensable en la biologia molecular moderna*"*

Les utilitats que van sorgir de la possibilitat d’expressar la proteina, amb
aquest nou moén d’aplicacions que s’obria, va centrar l'atenci6 de molts
cientifics de camps diferents. Aixi doncs, l'interés per les aplicacions de
la proteina, perd també per coneixer el mecanisme de la fluorescencia, la
relacié estructura-propietats, entre d’altres, va comencar a créixer. Tota
aquesta producci6 cientifica que va comportar un gran aveng ja no només
per l'estudi de les aplicacions de la GFP si no també per I'assentament de
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FIGURA 1.3: Fons: Imatge microscopica de la GFP expres-

sada en teixit vegetal. Primer pla: Ratolins en els quals ha

estat expressada la GFP al costat de ratolins no modificats,
tots il-luminats amb llum ultraviolada.

la GFP com a model de processos fotobiologics, va portar a que se li ator-
gués el Nobel de I’any 2008 a Shimomura, Chalfie i Tsien per “the discovery
and development of the green fluorescent protein, GFP”. A més, el premi No-
bel de I’any 2014, atorgat a Betzig, Hell i Moerner per “the development of
super-resolved fluorescence miscroscopy” esta també estretament lligat a les
proteines fluorescents ja que sense el desenvolupament de les mateixes i
el gran impacte que han tingut en les técniques de microscopia modernes,
tampoc no hauria estat possible.

1.2.2 Mecanisme de Fluorescéncia de la GFP

El fotocicle de la GFP ha estat intensament estudiat a nivell experimen-
tal i teoric, i hi ha consens sobre les generalitats del seu funcionament,
encara que moltes de les subtileses del mateix no han estat encara explica-
des. A temperatura ambient, I’espectre d’absorcié de la GFP presenta dos
pics, el més intens és ’anomenat A (398 nm) i el menys intens, I’anomenat
B (471 nm),®? que s’associen a la forma neutra i ionitzada del cromo-
for, respectivament.**4 El cromofor, com he dit anteriorment, es forma
espontaniament dins de la proteina després de l'expressié de la mateixa
per una reacci6 de ciclacié del tripeptid Ser65-Tyr66-Gly67, seguida de la
1,2-deshidrogenaci6 de la Tyr66.24% El prot6 fenolic, provinent originari-
ament de la Tyr66, i degut a la nova deslocalitzaci6 del sistema 7 , guanya
propietats acides, propietats que es veuran incrementades a 1’estat excitat
fotoactiu. Després de l'excitaci6é de la banda A, la GFP emet radiaci6 a 508
nm en una escala de temps de picosegons** L'espécie emetent d’aquesta
radiacié es coneix per I (o I* si es troba a l'estat excitat) i també correspon,
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FIGURA 1.4: Representacié esquematica del mecanisme de

fluorescencia de la GFP amb els possibles estats A, I o B im-

plicats. L’excitaci6 de l'especie A porta a A*, que evoluciona

fins a I* per mitja de I'ESPT. L'especie I* és I'emissora de la

fluorescencia ja que la transformaci6é de I* a B* és un procés
lent. Extret de Lill ef a4

com B, a una forma anionica del cromofor, essent la diferéncia entre I i B
que en la primera, la proteina encara no ha adaptat la seva conformacio6
a la nova distribuci6 electronica. La transformacié de I* en B* és un pro-
cés lent, ja que comporta el moviment de tota la proteina, especialment
I'entorn del cromofor, i la de B en A, ja a I'estat fonamental, pot trigar ho-
res*** (Figura [[4). S’accepta que el mecanisme de transformacié de A* a
I* implica una transferencia protonica a 1’estat excitat, ESPT (Excited State
Proton Transfer) d’aqui en endavant, i aixo es recolza en el considerable
efecte cinetic d’isotop H/D (~ 5) trobat en 'aparicié de la fluorescencia
de I'especie I*. A partir de les dades estructurals obtingudes per la difrac-
ci6 de rajos X en estructures cristallines de la GFP salvatge o wt-GFP%
(wild-type-GFP) d’aqui en endavant i de la mutant S65T,* es proposa la
transferencia neta d’un prot6 a traves d’un cable de protons format pel
propi cromofor, una molecula d’aigua i els residus Ser205 i Glu222, que
resulta ser 1’acceptor final del prot6, tal i com han demostrat experiments
de IR resolts en el temps,*** i s’ha confirmat per estudis teodrics*>! (Figu-
ra[L.5). S’assumeix que la for¢ca motriu de la transferencia protonica és el
gran guany d’acidesa del cromofor a l'estat excitat. Per mitja de calculs te-
orics, s’ha estimat que la caiguda del pK, del cromofor en soluci6é després
de l'excitaci6 és d"unes 8 unitats (és a dir, 100.000.000 cops més acid).>*

El fet que el rendiment quantic de la GFP sigui de 0,8 (a comparar amb
el valor de 10~? pel cromofor lliure en solucid), s’explica pel confinament
que pateix aquest a dins la proteina: quan es troba en soluci6, i després de
l'excitaci6, el cromofor trenca la conjugacié entre I’anell fenolic (I’anell de
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FIGURA 1.5: Representaci6 de 'estructura del cromofor jun-

tament amb els altres actors del cable de protons que fa pos-

sible la ESPT: la molecula d’aigua, etiquetada com a W22

per raons de nomenclatura, la Treonina 203, la Serina 205 i el

Glutamat 222, que sera 1’acceptor final del proté. Extret de
Di Donato et al.>>

sis carbonis, vegeu la Figura [L.5) i I'imidazolinonic (I’anell de cinc mem-
bres, entre els quals 2 nitrdogens, vegeu la Figura [[.5) permetent, aixi, una
desactivacié no radiativa en el cami de la propia isomeritzaci6 cis-trans.
La situaci6 dins la proteina és ben diferent, doncs la pressié que exercei-
xen la resta de residus sobre el cromofor no el permeten rotar lliurement
tot evitant, en gran mesura, l'accés a aquesta via de desactivacié no ra-
diativa i per tant forcant el cromofor a tornar a l'estat fonamental per la
via radiativa. A més, I’entorn proteic protegeix el cromofor del possible
quenching per xocs amb molecules d’aigua.>*>°

1.2.3 La Paleta de Colors

El boom dels anys 90 i la possibilitat d’expressar les proteines fluorescents,
va portar rapidament a explorar les possibilitats mutageniques que pre-
sentava la GFP. Tsien et al. van sintetitzar un reguitzell de proteines de
diferents colors, creant, aixi, un ventall de proteines fluorescents>*>® Amb
aix0, no es va aconseguir sintetitzar cap proteina vermella, tot i 'interés
que despertava aquest color. El vermell (i fins hi tot zones properes a I'IR)
era un objectiu per tot aquell que es dedicava al bioimaging en biomedicina.
La raé6 principal és que el teixit de mamifer és només transparent a radiaci6
d’entre uns 600 nm i 1000 nm, ja que I'’hemoglobina i l’aigua absorbeixen
fortament per sota i per sobre d’aquests limits, respectivament>*® A més,
la dispersi6 de Rayleigh és menys intensa per a longituds d’ona grans, ja
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FIGURA 1.6: Les diferents estructures dels cromofors com-

porten diferents longituds d’ona d’absorcié i d’emissi6é. Es

mostren els cromofors de les principals families de proteines

amb la zona de l'espectre on absorbeixen (barra superior) i
on emeten (barra inferior). Extret de Acharya et al 2

que obeeix la relaci6 A%, i en ser una radiaci6 menys energetica, redu-
eix el risc de danyar els teixits vius. Per totes aquestes raons, la recerca
de proteines que emetessin en aquesta finestra d’entre 600 nm i 1000 nm
es va intensificar. Lukyanov i els seus colaboradors van publicar el des-
cobriment i caracteritzacié de la que fou la primera proteina fluorescent
vermella: la DsRed ®*®2 que s’extregué d’algunes especies de corall (Dis-
cosoma sp.). Tsien va determinar l'estructura del cromofor d’aquesta nova
proteina i va elucidar que la conjugacié del mateix esta ampliada per un
doble enllag C=N respecte al cromofor de la GFP® (vegeu la Figurdl.6),
fet que fa disminuir 'energia d’excitacié tot augmentant la longitud d’o-
na d’absorci6®® A partir de la DsRed, moltes d’altres proteines van ser
desenvolupades, obtenint un altre cop una paleta de colors, aquest cop en
la zona del vermell®*7 Gran part de les mutacions emprades per a 1'ob-
tenci6 de proteines de diferents colors basen la seva acci6 sobre els residus
que posteriorment formaran el cromofor obtenint, aixi, una extensa paleta
de colors basada en la varietat de cromofors obtinguts (Figura [L.6). Cal
remarcar que sovint, en les proteines vermelles, el cromofor es troba ja en
la seva forma anionica a l'estat fonamental, aixi que el desplacament d’S-
tokes observat, es deu essencialment a la reorganitzacié de ’entorn proteic
del cromofor.

L’Embolcall

Les modificacions explicites dels cromofors de les FPs, que naturalment
comporten canvis en les propietats espectroscopiques de les mateixes, te-
nen un recorregut limitat ja que no tots els aminoacids sén capagos de
formar un cromofor un cop expressats. En aquesta direccid, la modifica-
ci6 dels residus veins al cromofor i que interaccionen amb ell, ha obert
una porta a la possibilitat de modular les propietats espectroscopiques del
mateix, encara ajustant-les més a les idealment desitjades.®®
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Una de les mutants "estrella"de la GFP és la S65T%” (aix0 és, substituir la
Serina 65 per una treonina) ja que va ser una mutant indispensable per a
'elucidacié del mecanisme de fluorescencia de la wt-GFP. El subtil canvi
que suposa la substitucié d"una serina per una treonina (només representa
la inclusié d"un grup metil), fa canviar drasticament les propietats espec-
troscopiques de la proteina: 1'espectre d’absorcié només presenta un pic a
489 nm (que s’atribueix a la forma ionitzada del cromofor), i el rendiment
quantic de la fluorescéncia es veu drasticament reduit fins a 0,02.° Aques-
ta perdua de fluorescencia s’atribueix al trencament del cable de protons
que suposa la inclusi6é de la treonina. Al contrari que la GFP, la mutant
S65T presenta una forta dependencia de 'espectre d’absorcié respecte el
pH, essent el seu pK,=6."Y Segons Remington et al.,/”} aquesta propietat
es podria fer servir per obtenir medidors intracelulars de pH in vivo tot
evitant tecniques invasives.”?”? En aquesta direcci6, Elsliger et al.” in-
troduiren la mutacié H148D a la mutant S65T per observar l'efecte d'una
carrega negativa prop del cromofor, doncs la mutacié en qiiestié suposa la
substitucié de la histidina frontal al cromofor per un aspartat (presumible-
ment anionic a pH neutre). La doble mutant S65T /H148D presenta, altre
cop, dues bandes d’absorcié anomenades A (415 nm), que es troba despla-
cada uns 20 nm cap al vermell respecte la wt-GFP i B (487 nm).”> A part de
la recuperacié de la forma neutra del cromofor, el que va atraure la major
atencio cientifica cap a aquesta mutant va ser la reaparicié de la fluorescen-
cia a 510 nm amb un rendiment quantic de 0,21. A més, la distancia cris-
tal-lografica determinada entre el cromofor i I’aspartat fou unusualment
curta (2,32 A)7 fet que va portar a pensar en una forta deslocalitzaci6 del
prot6 del cromofor i en la recuperacié del mecanisme d’ESPT per la fluo-
rescencia de la proteina. Les caracteristiques mecanistiques i estructurals
d’aquesta mutant seran presentades i discutides més endavant. Conti-
nuant amb les propietats espectroscopiques d’equilibri, i en la linia de la
doble mutant S65T /H148D, d’altres variants amb la mutacié H148D van
ser estudiades, concloent que el desplacament cap al vermell de la ban-
da A possiblement esta causat per la proximitat de 1’aspartat al cromofor.
Remington ho explica no en base a I'efecte electrostatic que pugui crear la
carrega negativa de 'aspartat sobre el cromofor, si no per la presumible
deslocalitzacié del prot6 entre I’'oxigen del cromofor i el de 1’aspartat, que
podria induir una certa conjugacié extra del sistema 7 del cromofor cap al
residu D148.7

Com ja s’ha explicitat, un dels interessos principals de 'actual recerca en
proteines fluorescents és 1’obtencié de proteines que emetin en 1'anome-
nada finestra de transparencia del teixit de mamifer (entre 600 nm i 1000
nm), ja que aixi es poden maximitzar les possibles aplicacions en biome-
dicina.”#¥ Aixi doncs, partir d'un cromofor que emeti a una zona més
propera a la finestra de transparéncia sembla una bona aproximacié. Es el
cas de la ja anomenada DsRed, pero també la resta de proteines Vermelles
Fluorescents o RFPs d’aqui en endavant (Red Fluorescent Proteins) que,
com he dit, contenen un cromofor amb una conjugacié més estesa respec-
te al cromofor de les GFPs, donada la inclusié d"un doble enlla¢ C=N. Una
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FIGURA 1.7: Representaci6é de 'estructura del cromofor de

les REPs. S’hi pot apreciar I'extensié de la conjugacié pel

grup C=N aciliminic. També s’hi representa el residu Phe62,

que també influencia la posicié del maxim de la banda d’ab-
sorcio.

de les primeres RFPs que va ser estudiada fou la mKate, que presenta un
maxim d’absorci6é a 588 nm, molt proper a la desitjada regi6 de transpa-
réncia.**** En els ultim anys, empero, una mutant de la mKate s’ha erigit
com a candidata molt prometedora: la mNeptune, desenvolupada per Lin
et al”” La mNeptune (mKate Met41Gly Ser61Cys Ser158Cys Tyr197Phe
Met146Thr) mostra un espectre d’absorci6 i emissi6 desplacat uns 15 nm
cap al vermell respecte la mKate, absorbint a 600 nm i emetent a 650 nm.

L’analisi de l'estructura cristal-lina de la mNeptune revela alguns dels fac-
tors que possiblement afecten a la desplacada posicié del maxim d’absor-
ci6. En particular, es va observar que la mutacié Met41Gly causava la cre-
acié d"un buit just darrera del cromofor. En 'estructura cristal-lina es pot
observar com aquest buit esta ocupat per una molecula d’aigua que pot
interaccionar per mitja d"un pont d’hidrogen amb el residu Phe62, limitrof
amb el cromofor. El grup C=0 del residu Phe62 esta a una distancia rao-
nable de la conjugacié del sistema 7 del cromofor, aixi que es proposa que
la interaccié de 'aigua amb l’anomenat residu podria estabilitzar l'estat
excitat, tot reduint I’energia d’excitacio.

Les caracteristiques presentades per la mNeptune han estat més profunda-
ment explorades amb el desenvolupant d"una nova candidata, la mCardi-
nal” (mNeptune Ala104ValIle121Leu Ile171His Ser28Thr Gly41Gln Ser143Thr),
que presenta un espectre d’absorcié i emissié6 amb maxims a 604 nm i 659
nm , respectivament. De totes les mutacions de la mCardinal respecte
la mNeptune, els autors només en ressalten una: la Gly41GIn. L'estruc-
tura cristal-lina revela una interaccié de pont d’hidrogen entre la Gln41
i el grup C=0 del residu Phe62, sense intervencié de molecules d’aigua.
Basant-nos en la distancia cristal-lografica de la interacci6 GIn41-Phe62
(2,5 A) amb la de l'interacci6 Aigua-Phe62 trobada en la mNeptune (2,8
A), sembla evident que la primera és més forta. Aixd donaria suport a
la hipotesi que una interaccié de pont d’hidrogen amb el residu Phe62 fa
baixar 1’energia d’excitaci6 per als cromofors tipus RFPs (Figura [L.7).
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Tot i la gran quantitat d’informacié experimental disponible, sembla evi-
dent que cal racionalitzar aquest coneixement i dotar-lo d’un context on es
pugui modificar, de forma sistematica, les caracteristiques dels cromofors
i dels residus que l'envolten per a modular les propietats dels mateixos i,
en ultim terme, de les proteines fluorescents que els contenen.

1.2.4 La Pedra Rosetta: la Mutant S65T/H148D-GFP

La Pedra Rosetta és un fragment d’un antic monument egipci on hi ha es-
crit un decret publicat a Menfis 1’any 196 a. C. en nom del faraé Ptolomeu
V. El text esta reproduit en tres escriptures diferents: el text superior en
jeroglifics egipcis, la part intermeédia en escriptura demotica i la part in-
ferior en grec antic. Com que el text reproduit amb les tres escriptures és
el mateix, va ser una eina clau per la comprensié dels jeroglifics egipcis
antics.

En ciencia, és una practica comuna estudiar casos senzills, entende’ls a un
nivell profund, per després poder generalitzar aquest coneixement per a
casos més complexes dins d'un marc ja creat, doncs 1'abordatge directe
d’un cas complex, moltes vegades es fa inviable. Naturalment la ciencia
es construeix des de baix cap amunt, aixi que necessitem obtenir coneixe-
ment ferm de casos senzills per poder estudiar com cal sistemes comple-
x0s. Hom coneix la molecula d’hidrogen com el principal banc de proves
de la historia de la quimica i el primer sistema model per a qualsevol no-
va teoria molecular. El comportament d’aquesta molecula ha servit per
generalitzar el comportament de les molecules diatomiques, i questes per
generalitzar el comportament de les poliatomiques. Seguint aquesta filo-
sofia, per crear un coneixement profund sobre les proteines fluorescents,
vam decidir centrar-nos en un cas paradigmaticament "senzill"(permeteu-
me les cometes), per estudiar-lo a fons i, a partir d’aqui, poder generalitzar
el comportament a casos més complicats. El banc de proves que vam triar
per a les proteines fluorescents és la mutant S65T /H148D-GFP, anterior-
ment anomenada en aquest treball, i en la que la transferéncia protonica
que porta de l'estat A* a I* és directament entre el donador (cromofor)
i 'acceptor final (I’Aspartat 148), que es troba davant del mateix, essent
una transferéncia protonica simple, 1’objecte d’estudi. Aquesta proteina,
a més, ha estat estudiada experimentalment a un nivell molt fi, fet que
ens permet validar constantment les nostres explicacions atomistiques del
funcionament global d’aquesta proteina fluorescent arquetipica. En aquest
treball, doncs, s'utilitzara aquesta mutant com a "Pedra Rosetta"de les pro-
teines fluorescents, doncs el coneixement profund que es pugui obtenir so-
bre la mateixa sera de gran ajuda per a desxifrar el funcionament general
d’aquests complicats foto-biosistemes.

La doble mutant S65T /H148D-GFP, recordem, va ser obtinguda en un in-
tent (realitzat amb exit) de modificar el pK, de la mutant S65T-GFP, que
podia ser utilitzada com a marcador in vivo de proteines intracel-lulars.
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La inclusié de la mutacié H148D va portar a la recuperacié de la forma A
(perduda en la mutant S65T) i també a la recuperaci6 de la fluorescencia a
510 nm (especie I*) amb un rendiment quantic considerable de 0,21. Aixi
doncs, I'espectre d’absorci6é d’aquesta proteina presenta els pics correspo-
nents a la forma neutra i ionitzada del cromofor, A (415 nm) i B (487 nm),
desplagats cap al vermell uns 15 nm respecte la wt-GFP.”* Remington i els
seus col-laboradors van publicar una serie de treballs on analitzaven les
propietats espectroscopiques resoltes en el temps de la doble mutant. Un
dels descobriments més remarcables va ser la pujada ultrarrapida de la
fluorescencia a 510 nm, que estava per sota del limit de detecci6 del seu
instrumental (<170 fs) i que, a més, no presentava efecte cinétic d’isotop
(KIE) H/D mesurable. Aquest comportament és del tot contrastant amb
el de la wt-GFP, on la fluorescencia apareix en 'ordre dels pico-segons i
és molt sensible a la substitucié per deuteri. El fet que ni a baixes tem-
peratures es pogués observar el component de pujada de la fluorescencia
ni l'efecte cinetic d’isotop féu pensar en una ESPT sense barrera. Un altre
dels resultats de 1’estudi de Remington va ser que no es va trobar una cor-
respondeéncia absoluta entre la baixada de poblacié de 1'espécie A* amb
la pujada de I'especie I*, fet que indicava una possible via de desactivacié
previa a la transferencia.

L’estructura cristal-lina de la doble mutant mostra un contacte entre un
dels oxigens carboxilics de I’Asp148 i I’oxigen fenolic del cromofor inusu-
alment curt (2,32 A), fet que evidencia que l’aspartat és I’acceptor del proté
del cromofor, després de I'excitacié. Aquesta distancia tant curta, també
seria la causant del desplagament cap al roig de la banda A d’absorci6 res-
pecte la wt-GFP, ja que podria contribuir a una deslocalitzacié del sistema
7 del cromofor sobre el carboxilat de 1’aspartat. Remington va explorar la
possibilitat que, donada aquesta curta distancia donador/acceptor, es po-
gués descriure una situacié de pont d’hidrogen de barrera baixa o LBHB
(Low Barrier Hydrogen Bond) d’aqui en endavant: si el proto es trobés en
tal situaci, seria possible una transferéncia gairebé instantania després
de l'excitacié. Per fer tal cosa, es va analitzar 1’espectre de NMR de 'Ha
la zona de camp baix perd no es va trobar cap senyal corresponent a un
proto especialment desapantallat, caracteristica tipica dels LBHB. Reacis a
abandonar la idea d’un prot6 deslocalitzat, van proposar que aquest pro-
té podria estar subjecte a una rapida interconversié amb el solvent, a més
de recordar altres casos on un proté en un pont d’hidrogen molt curt no
presenta un desplagament quimic tant gran com es podria esperar.®

Per tal d’explorar més intensament el procés a 1’estat excitat, Stoner-Ma
et al. van enregistrar 'espectre d’infraroig resolt en el temps i no van
ser capagos d’observar cap canvi significatiu en els modes de vibraci6 del
C=0 del'aspartat, fet que va fer concloure que no hi havia un canvi d’estat
de protonaci6 clar del mateix.*” Altre cop es va explicar aquest fenomen
en base a la deslocalitzaci6 del prot6 ja a I’estat fonamental en un possi-
ble LBHB: si el prot6 es troba prou deslocalitzat entre donador i acceptor
a 'estat fonamental, no es possible observar una transferencia completa a
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FIGURA 1.8: Representaci6 esquematica del procés proposat

per Kondo et al.: després d’absorvir la radiaci6é de 411 nm es

dona una trasferencia ultrarrapida ( 100 fs) i sense barrera,

seguida d’una relaxaci6 que ocorre en l'ordre dels picose-
gons. Extret de Kondo et al%

I'estat excitat, després de l'excitacid, essent només una aproximacié del
paquet protonic el que esta tenint lloc. En el mateix estudi van realitzar
els mateixos experiments amb la mutant E222Q/H148D i la wt-GFP: per
a la primera, els resultats obtinguts foren gairebé els mateixos que per la
doble mutant S65T /H148D-GFP, doncs 'acceptor del proté es presumia,
altre cop, ’Asp148. Aquests resultats contrastaren amb els obtinguts per
a la wt-GFP ja que, en aquest cas, es pogué observar clarament el canvi
d’estat de protonaci6 del carboxilat del Glutamat 222.

L’any 2010, i ja amb una resolucié temporal molt més acurada (50 fs), Kon-
do et al. van enregistrar 'espectre d’emissio resolt en el temps®® pero tam-
poc van ser capagos de resoldre la pujada de l'especie I*, tot i que van
poder determinar dos components en la caiguda de la fluorescencia. Van
assignar el primer component a la transferéncia ultrarrapida del proté que
tindria lloc en 1’ordre dels 100 fs i el segon component a una relaxacié de
’entorn on s’acomodaria aquesta nova situacié electronica, que ocorreria
en |’ordre dels pico-segons. Altre cop es va invocar el suposat gran guany
d’acidesa del cromofor a 1'estat excitat i a I’absencia de barrera per a la
transferencia per justificar aquest comportament (Figurall.8).

Queda establert, aixi, un dibuix raonable del funcionament d’aquesta pro-
teina pero encara mancaven explicacions atomistiques a les hipotesis me-
canistiques plantejades pels estudis experimentals. Parafrasejant a Stoner-
Ma et al., aquest dibuix és compatible amb les evidéncies experimentals
pero s’ha fet referencia a conceptes com els ponts d’hidrogen de barrera
baixa o a certes caracteristiques dels estats electronics fonamental i exci-
tats que ”... need to be supported by detailed high-level quantum chemical calu-
lations. Even if such surfaces become available (in itself, a challenging objective),
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the subsequent calculation of the ultrafast rate coefficients will require nonequili-
brium dynamics simulations.” " Aixi doncs, es fa evident la necessitat d'un
punt de vista teoric i computacional al problema, que pugui aportar el
detall atomistic que es necessita per escatir els detalls del funcionament
d’aquesta excepcional proteina.
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2 Marc Teoric

El marc tedric emprat és, juntament amb el tema tractat, el factor que més
influencia en la personalitat d"un treball de recerca. I m’atreviria a dir que
ho fa gairebé en més mesura que el tema en qiiesti6. Defineix una estruc-
tura sobre la qual podem construir el nou coneixement obtingut amb les
eines emprades i limita 'aplicabilitat del mateix. En la present tesi, de
caire exclusivament teoric i computacional, cal donar un marc teoric ge-
neral per comprendre el tipus de coneixement i conclusions que es poden
extreure de la mateixa.

Les FPs, com a objecte d’estudi, presenten tots els reptes als que es pot
enfrontar un treball de recerca en quimica computacional. Per una banda,
son sistemes biologics de tamany considerable. Aixo fa que calculs que
serien factibles per a molecules relativament petites es tornin del tot invi-
ables, havent d’emprar aproximacions addicionals a les ja utilitzades pels
casos més senzills per a poder obtenir resultats numerics en un temps ra-
onable. D’altra banda, al tractar el fenomen de la fluorescéncia, ens hem
d’enfrontar amb el calcul d’estats electronics excitats de proteines fluo-
rescents, fet que comporta dificultats addicionals. A més, hi ha consens en
que el calcul de propietats fisicoquimiques de proteines (i de sistemes amb
un gran nombre de graus de llibertat en general) a partir de 'exploracio i
caracteritzaci6é d’alguns punts concrets de la superficie d’energia potenci-
al pot ser una aproximacié pobre al problema que plantegen aquests siste-
mes tant complexos, aixi que sovint ens veurem forgats a utilitzar métodes
dinamics per explorar 1'espai configuracional del sistema.®*® Tanmateix,
els processos descrits en la introducci6 i susceptibles d’ésser estudiats s6n
prou complexes com perque s’hagi d’emprar una aproximacié multiescala
del problema.

Durant el desenvolupament d’aquesta tesi, sempre s’ha pensat en la millor
manera possible de resoldre els problemes quimics que han presentat els
casos d’estudi, no pas en quins casos d’estudi podien complir els requisits
per a ser estudiats amb les tecniques i metodes préeviament coneguts. Ai-
x0 ha fet que s’hagi utilitzat una gran varietat de metodes de caires molt
diferents (des de calculs de mecanica molecular fins a calculs de dinamica
quantica, passant per calculs d’energies electroniques a nivells semiem-
pirics, DFT o post-Hartree-Fock), i a vegades ha suposat el desenvolupa-
ment i implementacié de metodologia concreta en nou programari. Com
que per ra6 d’extensio seria impossible explicar a un nivell fi tots i cadas-
cun dels meétodes emprats, em centraré només en aquells que crec que han
tingut més rellevancia en 1’obtencié de resultats.
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2.1 Calcul de I’Energia Electronica

En el context de la quimica teorica, es parla sovint d’energia electronica.
Es un concepte acceptat per la comunitat i es maneja amb lleugeresa. Una
gran part (per no dir la practica totalitat) de la quimica teorica actual basa
la seva recerca en nous metodes per calcular-la, aplicacions d’aquests me-
todes, calculs realitzats a partir de ’'obtenci6 de la mateixa, etc. Es per aixo
que em sembla de vital importancia, abans de continuar, entendre encara
que sigui de manera descriptiva quin grau d’aproximacié estem assumint
ja només pel fet de parlar d’energia electronica.

La Separaci6 Espai-temporal

En el context de la mecanica quantica, per coneixer 1’evolucié temporal de
qualsevol estat quantic, cal resoldre I’equacié d’Schodinger depenent del
temps, I'equivalent microscopica de la segona llei de Newton:

0 .
iho [W(t)) = Hlu(t) 2.1)

on [¢(t)) és l'estat quantic a un temps ¢ i H és 1’'operador Hamiltonia.

Per a la majoria de problemes quimics, ens interessara obtenir una fun-
ci6 que depengui de les coordenades espacials del sistema i que encara
contingui tota la informacié del mateix. Es per aixod que es projecta l’estat
|1)(t)) sobre l'espai de coordenades ¢ per a obtenir 1’eina per excel-lencia
de la quimica teorica, la funcié d’ona:

([T vt) =v(d 1) (2.2)

La funci6é d’ona és una funcié matematica, en general en un espai complex
(¥(q,t) € C), que depen de les coordenades del sistema i que conté tota
la informacié del mateix. Amb aix0, com a tal, no té cap significat fisic
directe. El modul quadrat de la funcié d’ona, |¢(q,t)|* = ¥(q,t)*(q,t)
s’interpreta com a la densitat de probabilitat de trobar el sistema a unes
coordenades ¢ a un temps ¢. Aixi doncs, podem reescriure 1'equaci6 2.1]
en:

ho(d.0) = UG 23

Aquesta equaci6 és de caire general perque podem calcular 1'evolucié de
qualsevol sistema quantic a partir d’'una funcié d’ona i un operador Ha-
miltonia. Si tenim en compte ¢ com a el conjunt de coordenades del siste-
ma que representen les posicions d’electrons i nuclis, després de negligir
els possibles efectes relativistes en el sistema, el Hamiltonia per un sistema
molecular format per electrons i nuclis (aix0 és, considerem que els nuclis
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son una sola identitat i no tenen estructura interna), esdevé (prenent uni-
tats atomiques):

FI:TN"‘Te‘i_VNN"i_‘A/ee"i_VNe

v XL Z.7,
jg: ZE: 2m, +§£:}ji¥—-ﬁk}

=1 a=1 a>p
N
+Y = +ZZ ‘i (2.4)
1>] i_Tj’ =1 a=1

on els dos primers termes corresponen a l'energia cinetica d’electrons i
nuclis respectivament i la resta als termes potencials nucli-nucli, electré-
electr6 i electré-nucli, respectivament. Aixo es desenvolupa per a els N

electrons i M nuclis que tenen posicions 7; i IR, respectivament.

Segons 1’equaci6 2.3 la dependéncia de ¢ amb ¢'i ¢ no hauria de ser a
priori separable, pero si considerem que el Hamiltonia no té cap tipus de
dependencia temporal i assumim que la funcié d’ona és separable:

(1) = U(9)P() (2.5)
llavors l'equaci6 2.3 esdevé:

ih g @R = AW@(0)] = g0 = 26

L'tnica manera que es compleixi aquesta igualtat és que 1’equacié 2.6 no
depengui ni de ¢'ni de ¢, pel que ha de ser constant. Aixi doncs, tenint
en compte que el Hamiltonia té correspondencia amb 1’energia total del
sistema, del terme dret de 1’equaci6 2.6] obtenim:

HU(q)
V(q)

— E= HU(q) = EY(q) (2.7)

coneguda com a equaci6 d’Schrodinger independent del temps. La resolu-
ci6 d’aquesta equaci6, que és el principal objectiu dels metodes la quimica
quantica, ens permet obtenir ’energia total d'un sistema electronic en un
estat estacionari. Del terme esquerre de 1’equacié 2.6/ obtenim:

1 00(t) — iBun

i O =FE=30(t)=e¢ (2.8)
I si substituim a A

(G, 1) = (e " (2.9)
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Es a dir que la funcié d’ona és separable en una part espacial i una de
temporal. D’altra banda, la funcié d’ona és efectivament depenent del
temps ja que conté I’exponent que li déna la fase. Amb aix0, considerant el
Hamiltonia independent del temps, si fem el modul quadrat de I'equacio
2.9] podem veure facilment com la densitat de probabilitat del sistema no
canvia amb el temps i que, per tant, qualsevol observable fisica associada
al mateix tampoc ho fa.

L’Aproximacié de Born-Oppenheimer

Amb la simplificacié aconseguida amb la separaci6 espaitemporal, el pro-
blema s’ha reduit a un problema de funcions i valors propis, havent de
resoldre 'equaci62.7lon el Hamiltonia molecular inclou termes cinetics de
nuclis i electrons, a més de termes d’interaccié nucli-nucli, electré-electré
i electr6-nucli. Per poder resoldre I'equacié cal emprar 1’aproximacié de
Born-Oppenheimer, o BO d’aqui en endavant.* Sense entrar en els detalls
del seu desenvolupament, que es poden trobar diversos textos academics
de referencia,” ’aproximaci6 BO separa el moviment nuclear de 1’electro-
nic assumint que els electrons es mouen infinitament més rapid que els
nuclis. Si tenim en compte la massa relativa de nuclis i electrons ja en el
I’atom menys pesat (my > 1.800m,), aquesta és una aproximacié assumi-
ble. Un altre punt de 'aproximaci6é BO que s’acostuma a passar pel alt és
que cal aproximar que els estats electronics no estan en absolut acoblats
i per que aixo passi, les diferéncies energetiques entre els estats ha de ser
gran. Tenint en compte aquests dos punts, podem separar el moviment
electronic del nuclear i reescriure 1'equacié d’Schrodinger independent del
temps per un sistema molecular com a:

[T (@) + Vn (@) + E(Q)] Un(Q) = BV () (2.10)

on l’energia electronica, E.(Q) s’obté de:
Ha¥o(73 Q) = E(Q) V(75 Q) (2.11)

que és l'equaci6é d’Schrodinger electronica independent del temps i on el
Hamiltonia electronic conté totes les contribucions electroniques a 1’ener-

gia/ f{el = Te + ‘766 + VNe'

Si definim U(Q) = Van(Q) + E.(Q) podem finalment reescriure 1’'equacié
com a:

[Tw(Q) + UQ)]¥n(Q) = BUx(Q) 2.12)

Aquesta és l'equacié d’Schrédinger pel moviment nuclear un cop s’ha
aplicat la aproximacié BO. En aquesta, apareix el potencial U(Q) i que
anomenem superficie d’energia potencial o PES (Potential Energy Surfa-
ce). Des d’un punt de vista interpretatiu, I’aproximacié BO comporta que
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els nuclis es moguin en un potencial creat pels electrons, que s’adapten
instantaniament a cada nova configuracié nuclear.

La resolucié de l'equaci6 electronica (equacié 2.11) hauria de ser tansols
el primer pas per a la resolucié del moviment nuclear, ja que és aquest el
que comporta reaccions quimiques. Els meétodes de la quimica quantica,
basen el seu estudi en la resolucié d’aquesta equaci6 electronica, pero en-
cara han d’aplicar una altra aproximaci6 per arribar a tal fi: I’aproximacié
orbital. La necessitat d’aquesta aproximacié neix de la impossibilitat de
resoldre un sistema de 3 o més particules interaccionants o, el que és el
mateix, una molecula de més de 2 electrons en un context BO. En I'aproxi-
maci6 orbital, es considera que la funcié d’ona electronica és separable en
un producte de funcions monoelectroniques, anomenades spin-orbitals.
Aquesta funci6, a més, i per tal de complir el principi d’antisimetria que
ha de regir en qualsevol sistema de fermions, haura de ser antisimetrica
respecte el bescanvi de dos electrons?! Per a assegurar aquestes propietats
matematiques s’utilitzen els determinants d’Slater, que a més, compleixen
el principi d’exclusi6 de Pauli. Aixi doncs, de forma general, s’expressa la
funci6é d’ona electronica com a combinaci6 lineal d’aquests determinants
d’Slater. La celebre aproximacié de Hartree-Fock, de la qual parteixen tots
els metodes ab initio, expressa la funcié d’ona com a un sol determinant
d’Slater. Els metodes classics de la quimica quantica tracten els problemes
derivats d’aquesta aproximacié (la manca de correlacié electronica en la
funcié d’ona d"un sol determinant) i soén els anomenats post-Hartee-Fock.

Aixi doncs, de manera qualitativa, s’ha arribat al punt d’on parteixen els
metodes de la quimica quantica pel calcul d’estructura electronica. Es pri-
mordial entendre que, més enlla de les aproximacions que introduiran els
meétodes que seran presentats a continuacié, hi ha una serie d’aproxima-
cions ¢ongeénites'que hem d’assumir per a tots ells i que han estat tot just
explicades.

2.1.1 La Teoria del Funcional de la Densitat

Els métodes post-Hartee-Fock proporcionen una manera sistematica de mi-
llorar la pobra descripcié Hartree-Fock de la funcié d’ona pero sovint es-
devenen massa cars computacionalment per a ser aplicats a molecules mit-
janes. La Teoria del Funcional de la Densitat o DFT (Desity Functional
Theory) proporciona una manera de trobar I’energia i densitat electronica
de I’estat fonamental d"un sistema molecular, considerant que 'energia és
un funcional de la densitat. Aixo vol dir que l’energia és una funci6 que
depén d’una altra funci6, la densitat electronica del sistema. D’aquesta
manera, s'introdueix de forma natural la correlaci6 electronica.

El DFT es basa en dos teoremes desenvolupats per Hohenberg i Kohn 1’any
19642 El primer teorema presenta que qualsevol observable fisica d’un
sistema en un estat fonamental no degenerat es pot expressar com a fun-
cional de la densitat electronica. Es a dir que I'energia electronica, com a
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observable del sistema, és un funcional de la densitat electronica: E[p]. El
segon teorema diu que es pot calcular exactament la densitat electronica
del sistema tot determinant la densitat que minimitza 1'energia. Aquest és
I'equivalent del teorema variacional:

E[p # pemacte] > E[pemacte] (213)

L’energia com a funcional de la densitat es pot separar en els segiients
termes:
Elp] = T[p] + Vnelp] + Veelp] + Vun (2.14)

on T'[p] correspon a 'energia cinetica electronica i Vy.[p] i Vee[p] als termes
potencials electré-nucli i electré-electrd, respectivament.

Els termes T'[p] i V.[p] no sén coneguts pero 1'any 1965 Kohn i Sham van
proposar un metode per calcular el terme d’energia cinetica.”® En el seu
tractament es proposava un sistema fictici on els electrons, que descrivi-
en amb funcions d’ona monoelectroniques, no interaccionen entre si pero
presenten la mateixa densitat electronica que el sistema real. Aixi doncs,
I'expressi6 de 1'energia es pot reescriure:

Blp) = Tl + [ 0,71+ Tl + Eulp (2.15)

on Ti[p] correspon al terme cinetic del sistema no interaccionant, v, (") és
un potencial extern introduit en el tractament i J[p] és I'energia Coulom-
bica. El problema d’aquest tractament és que fa apareixer un terme, el
funcional de correlacié-intercanvi E,.[p], del qual no se’n coneix la forma.
Diferents intents per a I’expressi6 de la forma aproximada d’aquest funci-
onal han donat lloc a la gran varietat de funcionals disponibles pel métode
DFT#

La Teoria del Funcional de la Densitat Depenent del Temps

Tot i que el DFT va ser pensat per al tractament dels estats fonamentals
dels sistemes electronics, existeix una versié d’aquesta teoria que permet
el calcul d’estats electronics excitats. La Teoria del Funcional de la Densi-
tat Depenent del Temps o TD-DFT (Time-Dependent Density Functional
Theory),”* desenvolupada a mitjans dels anys 90 del segle passat per Ca-
sida et al.,”>®” parteix de la idea d’aplicar una pertorbaci6 depenent del
temps a un sistema electronic en un context DFT. El meétode es basa en
el principi d’acci6 estacionaria i el teorema de Runge-Gross,” 1'equiva-
lent depenent del temps dels teoremes de Hohenberg-Kohn, i que manté
la mateixa filosofia: correlaciona inequivocament l'estat inicial del siste-
ma i la pertorbacié depenent del temps que se li aplica amb la densitat
electronica de l'estat final. D’una manera similar al formalisme DFT, en
que es considera un sistema fictici d’electrons que no interaccionen pero
que descriuen la mateixa densitat que el sistema real, es poden derivar les
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equacions Kohn-Sham depenent del temps:

ih%ﬁ/(ﬁ t)=|- %VZ + o (7, 1) | W (7, 1) (2.16)

on el potencial efectiu depenent del temps, vi4(7, t), es descompon en un
primer terme corresponent al potencial extern, un segon terme que té en
compte la interacci6 Coulombica i un tltim terme de correlacié-intercanvi:

Vs (T 1) = Vet (T3 1) 4 0e(T, 1) + Ve (T, 1) (2.17)

Runge i Gross van aproximar la forma del potencial de correlaci6 inter-
canvi a l'integral d’acci6 de Dirac:

AP, = / (U(t)|H — ih%\\l!(t»dt (2.18)

Assumida la correspondencia entre la funcié d’ona i la densitat electroni-
ca, Runge i Gross tractaren 'integral d’acci6é de Dirac com a funcional de
la densitat. Donada la impossibilitat de trobar una expressié pel funcional
d’acci6, aplicaren I'aproximacié ALDA (Adiabatic Local Density Aproxi-
mation):
0 Az [p] ~ 5E:EC[/)]
op(r,t) — 0p(r)

Aquesta aproximacié imposa que el potencial extern és independent del
temps. Aix0 pot semblar una incongruencia pero és una aproximacié ac-
ceptable si el potencial en qiiesti6 presenta una dependéencia temporal su-
au pero incorpora grans avantatges ja que implica que podem utilitzar els
funcionals de correlacié-intercanvi de I’estat fonamental per al calcul d’es-
tats excitats.

(2.19)

A partir d’aqui, per evitar l'integracié temporal de les equacions depen-
dents del temps, s’aplica I'aproximacié de resposta lineal, en que s’assu-
meix que la pertorbaci6 és prou petita com per poder expressar l'estat final
del sistema a partir de l’estat fonamental DFT, aix0 és, en la base d’orbitals
Kohn-Sham optimitzats. Aixi doncs, es poden obtenir energies d’excitacié
i forces d’oscil-lador per a sistemes moleculars de mida considerable amb
un relatiu esfor¢ computacional.

El TD-DFT presenta grans avantatges davant del seu equivalent en meto-
des basats en funcié d’ona”* (el CIS) ja que incorpora la correlaci6 electro-
nica a un cost raonable. Amb tot, pateix del mateix mal que el seu germa
petit, el DFT: no existeix manera sistematica de millorar els resultats, que
sempre estaran condicionats pel funcional triat.

En aquesta linia, per a descriure 'excitaci6é qualitativament i quantitativa,
s’ha utilitzat el funcional CAM-B3LYP* Aquest funcional, desenvolupat
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’any 2004, combina les qualitats del popular B3LYP!™ amb les correcci-
ons a llarga distancia proposades per Tanawa et al ' El funcional CAM-
B3LYP dona bones descripcions d’excitacions de transferéncia de carrega,
punt on fallen estrepitosament els funcionals sense correcci6 de llarga dis-
tancia. Aquesta correcci6 fa variar la proporcié Hartree-Fock del funcional
en funci6 de la distancia dels orbitals que participen en 1’excitacié. El TD-
DFT amb el funcional CAM-B3LYP s’ha posicionat com un metode fiable
per a la descripcié d’estats excitats de sistemes de mida considerable i és el
metode de referencia utilitzat en el calcul de propietats espectroscopiques
dels Capitols 51 6.

2.1.2 Els Metodes Semiempirics

Tot i la gran utilitat dels metodes basats en el DFT, de vegades cal fer una
aproximaci6 teorica diferent per a poder realitzar calculs en temps rao-
nables. Més enlla de calculs puntuals o de tipus estatic, pels quals s’ha
utilitzat el DFT/TD-DFT en aquest treball, per a poder assumir calculs de
dinamica sobre PESs, ens cal utilitzar els métodes semiempirics, que pre-
senten grans avantatges pel que fa la relaci6 cost/ fiabilitat.1">

Els metodes semiempirics son metodes de la quimica quantica on es busca
una maxima simplificacié del calcul de I'estructura electronica, ja sigui per
la parametritzaci6 o la directa elusié de certes integrals que apareixerien
en el calcul purament ab initio. La filosofia dels métodes semiempirics es
basa en el formalisme dels métodes ab initio, on s’hi introdueixen modifi-
cacions drastiques per tal d’accelerar el calcul, normalment basades en ne-
gligir el calcul dels termes menys importants en les equacions subjacents.
A fi i efecte de compensar els possibles errors que puguin apareixer, s’a-
fegeixen parametres empirics al calcul, per tal d’ajustar els resultats a una
série de dades contrastades. Per tant, si el metode semiempiric en qiiesti6
conté la fisica essencial del problema, aquest sera prou bo si contempla els
casos d’aplicaci6 en la seva parametritzacio.

Existeixen una gran varietat de metodes semiempirics que han anat sor-
gint de les necessitats computacionals i possibilitats tecniques de cada mo-
ment. Els primers metodes que tractaven la totalitat dels electrons de va-
léncia van ser proposats per Pople:'’"® basaven la seva parametritzacié amb
la comparacié amb resultats Hartree-Fock i introduien diferents aproxima-
cions en el calcul d’'integrals. Foren el CNDO (complete neglect of differential
overlap), 'INDO (intermediate neglect of differential overlap) i el NDDO (ne-
glect of diatomic differential overlap).

Dewar va prendre la aproximacié NDDO i la va ajustar, aquest cop contra
dades experimentals, per acabar creant el métode MINDO, que va desem-
bocar en el MNDO#1%>j I’ AM1.1% Una posterior parametritzacié del me-

tode MNDO va donar lloc al PM31%21% Formalment ’AMI1 i el PM3 es
diferencien de 'MNDO tansols en la tria de la funcié de repulsié nuclear.
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Posteriors reparametritzacions han donat lloc a metodes com 'RM1,/% el
PM6MY o el PM71HH

Anant encara més enlla en el model MNDO, W. Thiel va proposar els me-
todes OMx (OM1,44 OM2H= i OM3H%), que inclouen correccions d’orto-
gonalitzaci6 als termes monoelectronics de la matriu de Fock NDDO per
tenir en compte els efectes de correlacié de Pauli. El formalisme NDDO,
com la resta de metodes semiempirics basats en la resolucié autoconsistent
d’orbitals moleculars, negligeix totes les integrals bielectroniques de 3 i 4
centres. El NDDO s’aplica a a totes les integrals que impliquen interacci-
ons Coulombiques i també a les integrals de solapament que apareixen a
les equacions de Hartree-Fock. Les correccions a aquest metode que pro-
posa Thiel amb els OMXx, tot incloent efectes d’ortogonalitzaci6, s’apliquen
a les integrals monoelectroniques d’un centre (OM1) o també a les bielec-
troniques de dos centres (OM2 i OM3). El metode OM3 negligeix algunes
de les correccions de 'OM2 sense grans conseqiiéncies en la precisi6 del
metode. Es poden trobar els detalls de les aproximacions dels metodes
NDDO i OMx a la bibliografia especialitzada. 1+

Els metodes OMXx s’han erigit en els darrers anys com una alternativa prou
fiable per al calcul de propietats termodinamiques i dinamiques de siste-
mes a l'estat fonamental™>*” perd a més, degut a que la correccié d’orto-
gonalitzaci6 fa pujar adequadament els orbitals virtuals que s’obtenen del
meétode autoconsistent, també es poden aplicar per estudis d’estats exci-
tats. ¥ Especialment el metode OM2 ha demostrat ser capag de reproduir
PES d’estats electronics excitats per a molecules petites, essent ttil en la
integraci6 de dinamiques en estats fonamental i excitats 14!

En aquest treball, s’han utilitzat els metodes OMXx per a la propagaci6 de
les dinamiques QM/MM tant a I’estat fonamental com a estats excitats
presentades en els Capitols 5 i 6 amb un éxit considerable, tenint en comp-
te el grau d’aproximacié assumit.

2.1.3 Mecanica Molecular

En ocasions, tot i I'elevat nombre d’aproximacions emprades en els me-
todes semiempirics, que encara es troben dins del context de la quimica
quantica, es fa computacionalment impossible la seva aplicaci6 a sistemes
de gran volum, com ho pot ser una proteina solvatada en aigua. Per aques-
ta rad, es van desenvolupar els metodes de mecanica molecular o MM d’a-
qui en endavant, pel calcul de 'energia. Aquests metodes basen el calcul
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de I'energia (i del gradient, si és necessari) en una expressi6 parametritza-
da per a cada cas. Les expressions dels calculs MM tenen la forma general:

E]\JM— Z ]i] T—T’O —|— Z k@ 0 — 090 Z ]{?d) +COS(H¢+(S)]

enllacos angles diedres

{[ OAB 2 OAB ° 1 qags
+Z sAB< ) — (—) p— B L (990)

TAB TAB dmeg TAB
onr, § i ¢ corresponen a les distancies d’enllag, angles i torsions, respecti-
vament, essent 7 i ¢y, les distancies i angles d’equilibri. Les constants k.,
ko i k, defineixen la forca dels enllagos, angles i diedres, respectivament
i els parametres n i 0 defineixen la multiplicitat i fase de les torsions. La
suma sobre A i B corre només per a parelles d’atoms no enllacats entre si
iels termes €5 g i oA sON els parametres de Lennard-Jones, essent 4 g la
distancia entre tals parelles. Finalment, el terme ¢; representa la carrega de
I’atom en qiiesti6. Des d’un punt de vista interpretatiu, el primer terme
de I’'equaci6 correspon a la forca de cada enllag, el segon a la forca dels
angles i el tercer a la dels diedres. Les constants per a cada terme donen
una idea de la for¢a d’aquesta interaccié. L'altim terme de 1’equaci6 re-
presenta les interaccions no enllacants: les interaccions de Van der Waals
i les interaccions coulombiques carrega-carrega. Com he dit, aquesta és la
versi6 general i basica de qualsevol metode MM pero hi ha versions que
inclouen altres termes per tenir en compte d’altres possibles interaccions

com poden ser la interacci6é wr-stacking o 1'estabilitzacié de 1’esquelet de
les proteines degut a la deslocalitzacié de 'enllag peptidic.

A banda de I'inclusi6 de termes addicionals pel calcul de I'energia, el que
diferencia els métodes MM entre ells és el conjunt de constants i parame-
tres que defineixen l'energia. Em refereixo a les constants k,, kg, k4, les
distancies i angles d’equilibri, els parametres de Lennard-Jones, les carre-
gues atomiques, etc. Cadascun d’aquest conjunt de parametres es deriven
de manera consistent tot ajustant-los a calculs de referéncia de caracter ab
initio i s’Tanomenen ¢amps de forces". En el present treball, quan ha estat
necessari, s’ha utilitzat el camp de forces CHARMM?27,1%2123 que va ser
parametritzat especialment per a la correcta descripcié de sistemes biolo-
gics i que es troba implementat en el programari CHARMM-35.4#122 Cal]
anomenar, també, d’altres camps de forca d"is comu com I’AMBER!2127
o el GROMACS'*® que també han demostrat descriure sistemes biologics
amb exit.

El calcul de l'energia per mitja de 1'equaci6 té evidents avantatges
computacionals i s’utilitza generalment per determinar propietats d’equi-
libri o dinamiques de sistemes de gran volum, com poden ser les protei-
nes. Amb tot, presenta unes limitacions intrinseques molt clares: una d’e-
lles és que no descriu bé I’enlla¢ quimic si aquest es troba prou desplacat
de la configuracié d’equilibri. El terme que descriu I'enlla¢ en qualsevol
metode MM és un terme quadratic, que tendeix a infinit si r es fa gran.
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L'enlla¢ quimic, en general, segueix un potencial de tipus Morse, on el
potencial s’estabilitza a un valor en concret a partir d’una certa distancia
r respecte ro. Aix0 fa que aquests metodes siguin del tot inadequats per
descriure qualsevol procés quimic on es trenquin o formin enllagos, o que
ocorri fora de les distancies d’equilibri. Per tractar de solucionar aquest
problema, s’utilitzen calculs hibrids de mecanica quantica (QM) i mecani-
ca molecular (MM), els anomenats QM/MM. En aquest context, es tracta
una part petita del sistema a un nivell quantic, ja sigui purament ab initio,
DFT o semiempiric, i la resta a nivell de mecanica molecular. La regié QM
ha d’incloure tots aquells atoms que formen o trenquen enllagos durant el
procés a estudiar, a més d’incorporar els atoms que participen de I'energia
amb notoris efectes quantics.

2.1.4 Els Metodes Hibrids QM/MM

Els metodes hibrids QM /MM han marcat un abans i un després en 1'es-
tudi computacional de sistemes complexos des que van ser introduits per
Warshel i Karplus I'any 197212% utilitzats per primer cop en I'estudi d’una
reaccié enzimatica I'any 1976, essent avui en dia una eina principal en la
elucidaci6 tedrica del funcionament dels sistemes quimics de gran mida.**
Tant és aixi que I'any 2013 es va atorgar el premi Nobel a M. Karplus, M.
Levitt i A. Warshel per "the development of multiscale models for complex che-
mical systems". Com s’ha dit anteriorment, la idea dels metodes QM /MM
és dividir el sistema en una part QM, on ocorre el trencament o formaci6
d’enllagos, i la resta, la part MM, que afecta de manera no enllagant a la
primera. La tria de la part QM és un punt critic pel bon funcionament del
meétode, doncs ha d’incloure tots els atoms que contribueixin amb efectes
quantics de manera substancial. Naturalment, per tal de mantenir a ratlla
el cost computacional, s’intenta sempre triar una part QM el més compac-
ta possible. En aquest treball, tipicament, s’han fet servir sistemes on la
part QM ha estat entre els 50 i 100 atoms, deixant per la part MM entre
20.0001 35.000 atoms, és a dir, la resta del sistema.

Com passa sempre en fisica quan s’intenta utilitzar dues teories de natura-
lesa diferent en el mateix context, més enlla de les limitacions i problemes
de cada teoria per separat, apareixen problemes relacionats amb la con-
junci6 de les mateixes. En aquest sentit, els metodes QM /MM pateixen de
la descripci6 de la uni6 entre les parts QM i MM, la zona frontera. Com
he dit, al ser zones tractades amb teories de naturalesa diferent, no hi ha
manera totalment coherent de tractar aquesta discontinuitat, havent d"uti-
litzar, encara, aproximacions addicionals.

A no ser que els atoms de la part QM no estiguin enllagats amb cap altre
de la part MM, fet extraordinariament excepcional, la definici6 de la part
QM fa que, inevitablement, s’hagi de tallar algun enllag quimic i definir
un atom QM al costat d'un MM. Per abordar la problematica de tallar un
enllag covalent, existeixen dues aproximacions:
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FIGURA 2.1: En el tractament charge-shift, la carrega del pri-
mer atom de la part MM (M!) que fa frontera amb la part
QM (Q1), es reparteix amb els atoms MM contigus (M?). Pa-
relles de carregues addicionals es situen a prop dels atoms
M? per a restaurar els dipols M!-M?.
Extret de Senn et al. 13!

e Orbitals localitzats:*>*13> En aquest context, es localitzen orbitals hi-
brids en els atoms QM fronterers que saturen electronicament la zo-
na QM. Aquests metodes son el Frozen Orbital Method, el Generalized
Hybrid Orbital, etc.

e Link atoms:**1¥” En aquesta aproximacio, es saturen els enllagos
trencats de la part QM amb atoms addicionals, normalment hidro-
gens. D’aquesta manera s’aconsegueix igualment saturar electroni-
cament la part QM, evitant les complicacions que suposa la inclusi6
d’orbitals localitzats.

Encara que des d"un punt de vista formal els metodes d’orbitals hibrids
localitzats sén més correctes, 1'tis dels link atoms esta ampliament accep-
tat donada la simplicitat del model i la qualitat dels resultats que pro-
porcionen™ Amb aix0, 'addici6é de nous atoms al sistema porta alguns
problemes, per exemple la proximitat d’aquests a la zona MM, que pot
donar lloc a una sobrepolaritzacié de la densitat electronica atés que les
carregues MM quedaran molt a prop de la densitat electronica QM. Per
solucionar aquest problema, tot i que existeixen diferents aproximacions,
s’ha utilitzat el metode anomenat charge shift, introduit per Sherwood i
col-laboradors, que tracta de repartir la carrega de 1’atom MM fronterer
amb els atoms MM contigus™®#! (vegeu la Figura 2.T)). La combinaci6 del
link atom amb el charge shift, esquema que s’ha utilitzat en els calculs de
tipus QM /MM realitzats en aquesta tesi, és una metodologia conceptual-
ment senzilla perd que déna bons resultats, a més de ser de facil imple-
mentaci6 i aplicacié.**

Pel que fa al calcul de 'energia, aquesta s’obté com a suma de I’energia de
les parts QM i MM per separat, més un terme d’interaccid, que essencial-
ment té en compte la interaccié de la densitat electronica de la part QM
amb les carregues de la part MM:
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on les lletres entre parentesi representen els subespais sobre els quals es

realitza el calcul: S representa l'espai de tot el sistema, O el de les carregues
MM, I el dels atoms QM i L el dels link-atoms.

L'energia MM s’obté directament amb 1’expansié de I'equacié2.20/pero so-
vint s’aplica 'anomenat cutoff, que és una distancia a partir de la qual no
es calculen les interaccions no enllacants. Cal considerar que, al tractar-
se de sistemes en 3 dimensions, el nombre d’interaccions no enllagants
per a un atom creix amb r?, aixi que realment es pot fer molt més eficient
el calcul negligint les interaccions a partir d'una distancia considerable,
distancia a partir de la qual la interacci6 sera minima. Ara bé, com s’intro-
dueix l'interaccié de les carregues MM amb els electrons de la part QM?
Tot i que primerament, es van plantejar metodes menys sofisticats com
I'anomenat mechanical embedding (ME), en el desenvolupament d’aquest
treball s’ha utilitzat, quan ha calgut, el tractament anomenat electrostatic
embedding"*"*2 (EE). En aquest context, s’inclouen les carregues MM en el
Hamiltonia electronic, aixi que es resol el metode autoconsistent en aquest
"bany"de carregues puntuals. Per tant hi ha una polaritzacié directa de la
densitat electronica de la part QM per causa de les carregues MM, creada
per aquest hamiltonia d’interacci6 QM/MM:

M P 0
Hlnt QM/MM — — ZZ Z Z L= (2.22)
€l+L @

i jeO }7”@ J’ J’

on ¢; son les carregues MM que es troben a R;, (), son les carregues nucle-

ars de la part QM localitzades a R, i ; correspon a la posici6 dels electrons.
Els index i, j i a corren pels N electrons, L carregues MM i M nuclis QM.

Tot i aix0, cal notar que la part MM no es polaritza per 1'acci6 de la den-
sitat QM, fet que pot portar a alguns problemes a nivell de la descripcié
energetica i estructural del sistema.

El Codi ChemShell

Per tal de poder dur a terme els calculs de tipus QM/MM en aquest tre-
ball, els quals sén la majoria dels realitzats, s’ha utilitzat la plataforma
ChemShell*¥ E1 ChemShell, és una interficie que permet combinar 1’accié
de diferents programes per la part QM i per la part MM, afegint els calculs
corresponents a la interacci6 QM /MM. El programa és capag de connec-
tar calculs QM d’altres programes externs com ara Gaussian, Turbomo-
le, MNDO, etc, amb d’altres MM com ara Amber, Gromacs o Charmm.
Aquesta propietat el fa increiblement versatil per a qualsevol aplicacié
que necessiti de calculs QM /MM. Incorpora moduls per realitzar dinami-
ques, minimitzacions, calculs d’energia, etc., i si s’és coneixedor del codi
font, permet la incorporacié de noves funcionalitats que permetin realit-
zar nous tipus de calculs, amb combinacions de moduls QM i MM encara
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per desenvolupar. En aquest treball, s’ha utilitzat la versi6 estandard del
Chemshell per als calculs QM /MM dels Capitols 5 i 6 i s’ha desenvolupat
un modul nou en una versié de proves en col-laboracié amb el Max-Planck
Istitut fiir Kohlenforschung i el prof. W. Thiel per realitzar els calculs de
dinamica no adiabatica presentats al Capitol 6.

2.2 Dinamica

En molts aspectes de la quimica, no només teorica, es duen a terme discus-
sions basades en ’analisi topografica de la superficie d’energia potencial.
Efectivament, la superficie d’energia potencial (PES) és una gran eina per
entendre la quimica d'un sistema pero la descripcié de processos comple-
xos basada tansols en la determinacié de punts concrets i matematicament
caracteristics de la mateixa (essencialment minims i punts de sella), a ve-
gades pot resultar insuficient. La PES és una hipersuperficie de 3N-6 di-
mensions (per a molecules no lineals) perd pot ser relativament clara en
el seu analisi per a molécules o sistemes de petita dimensié. Ara bé, per
a sistemes biologics, la quantitat de punts estacionaris que presenta pot
ser molt gran i, per tant, la importancia relativa que tenen entre ells es
veu qiiestionada. Quin sentit té la consideracié6 d’'un minim trobat en una
proteina quan sabem que prop del mateix és molt probable que m’hi hagi
molts d’altres? Sovint es fara la incorrecta interpretacié que el sistema es
troba en aquest minim i que, per tant, la geometria del mateix és represen-
tativa de la situaci6 real a una certa temperatura. Amb tot, podem obtenir
una informacié molt més fina i representativa si, per mitja de simulacions
de Dinamica Molecular o MD (molecular dynamics) d’aqui en endavant, cal-
culem com es mou el sistema al voltant d’aquest minim (i d’altres) a una
temperatura 7" i amb quina freqiiencia visita cada configuracié. Les propi-
etats macroscopiques dels sistemes quimics sén el resultat de 1’observacié
promig de les propietats de cada sistema molecular que forma la mostra a
observar aixi que la manera més correcta de reproduir dades experimen-
tals és promitjar les propietats moleculars d"un col-lectiu que representi
correctament la poblaci6é de 'espai de fases, col-lectiu que podem obtenir
de les simulacions dinamiques.***1*>

A part de la complexitat que presenten les PES dels sistemes biologics, hi
ha un problema conceptual en el sol analisi de les mateixes a 1'hora de par-
lar de reactivitat: no es té en compte 1'energia cinetica que, efectivament,
té el sistema i que és el motor de les reaccions quimiques. Les posicions
i velocitats dels atoms d"un sistema molecular (en un context classic) po-
den determinar camins de reaccié que siguin més exotics que els previstos
pel cami de minima energia. Per fer una analogia macroscopica, posem el
cas que volem preveure per on passara un avid que creui una serralada:
la visi6 ¢lassicai sovint estaticista que malauradament encara contamina
les discussions en quimica teorica, és que passara per la vall de menys
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alcada i a més, seguint la llera del riu (que posem pel cas que és el ca-
mi de menys alcada possible). Aixd no és una visi6 realista del procés,
doncs tothom convindra en que, a priori, no podem saber per on passara
l’avi6 a partir del sol analisi de la topografia de la serralada. La manera
de saber per on passa és, efectivament, calcular per on passa. Hauriem
de calcular a quina al¢ada vola i, per tant, per quines zones pot passar. A
partir d’aqui, coneixent les seves condicions inicials i les lleis que regeixen
el seu moviment (les lleis de Newton en aquest cas) podriem, finalment,
determinar la seva trajectoria. Es podria donar el cas que volés a sufici-
ent alcada com per creuar la serralada just passant per sobre del pic més
alt, sense que els passatgers puguin, ni de bon tros, intuir la llera del riu,
conclusié totalment contraposada a la obtinguda de 1’analisi de la topo-
grafia de la serralada. De la mateixa manera, per escatir de manera fina
com transcorre una reaccié quimica a nivell molecular, no n’hi ha prou
amb analitzar uns punts de la PES (tipicament 3 per una reacci6 senzilla:
el minim de reactius, el de productes i el punt de sella que els connecta),
si no que hem de calcular les trajectories dels successos que tenen lloc. En
aquest sentit, les simulacions de Dinamica Molecular s6n necessaries per
a la correcta i completa descripcié del processos quimics que ocorren en
un sistema molecular complex.

2.2.1 Dinamica Classica

La denominaci6 de ¢lassica"pel que fa a la dinamica, fa referéncia al trac-
tament que es dona als nuclis en la mateixa. En el context de la mecanica
classica, els nuclis segueixen la segona llei de Newton per al seu movi-
ment:

(2.23)

on V és l'energia potencial, ¢; les coordenades de la particula i i p; el seu
moment lineal. Si considerem que la massa de cada particula és constant
en el temps, podem escriure:

8ql - dt?

(2.24)

on m; és la massa de la particula i.

La resoluci6 de 1'equacié del moviment de Newton requereix metodes nu-
merics per a l'integracié d’equacions diferencials. Un dels metodes inici-
alment utilitzats fou l'integrador de Verlet,"** basat en una doble expansié
de Taylor. Actualment s’utilitzen d’altres metodes més avangats d’ordre
superior, com el Velocity-Verlet** o el Leap-Frog,**® que és el que s’ha uti-
litzat en aquest treball. Tanmateix, la integracié numerica de les equacions
fa que haguem de transformar el dt en un At, fent passos temporals no
infinitesimals. Naturalment, com més petit sigui el pas d’integraci6, més
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analiticament correcta sera la trajectoria obtinguda, perd6 més computaci-
onalment cara resultara, doncs per a cada pas de dinamica cal calcular
I'energia i el gradient. Sovint, s’accepta un pas d’integracié que sigui al-
gun ordre de magnitud més petit que el procés que es vol observar. Ti-
picament, per a dinamiques classiques, el pas d’integraci6 és de I'orde de
At =1fs.

Vull remarcar que, al tractar-se de dinamica classica, qualsevol efecte quan-
tic relacionat amb la inherent naturalesa quantica dels nuclis, quedara
anul-lat en tota simulacié de MD. Aixi doncs, fenOmens com la desloca-
litzaci6é nuclear o I’efecte tinel no podran ser representats. Com sempre,
si aquests fenomens no sén importants pel cas d’estudi, un tractament
classic dels nuclis no hauria de donar resultats significativament diferents
a un tractament quantic.

Tot i que, com he dit, la dinamica és purament classica pel moviment dels
nuclis, el potencial que noten els mateixos es pot obtenir a nivell de me-
canica molecular (MM-MD) a nivell de mecanica quantica (QM-MD) o a
un nivell hibrid (QM/MM-MD). En els casos QM o QM /MM, també es
pot obtenir una superficie analitica sobre la qual es propaguin les equaci-
ons de moviment (tal i com es fa en les MM-MD), pero davant ’extrema
dificultat de I'exploraci6 de la PES i el segiient ajust d'una funcié anali-
tica que la descrigui, sovint s’utilitza 1’anomenat metode on-the-fly Born-
Openheimer MD. En aquest context es calcula I'energia i el gradient per
cada instant i es propaguen les posicions fins al segiient punt de 'espai
de fases. Aquest tractament es pot fer gracies a que la teoria classica (al
contrari que la quantica) és una teoria local: les particules només noten
la forca del potencial en el punt on es troben, per tant no ens cal tenir una
tuncié de potencial global. En altres paraules, no hem de coneixer la forma
analitica de la PES. La superficie sobre la qual es propaguen les equacions
en el cas QM o QM /MM és la PES, pero sempre obtingudes en un context
adiabatic. S’assumeix que 'aproximacié BO té validesa en el rang de la di-
namica i per tant es pot obtenir una representacié adiabatica del moviment
nuclear. Aixo vol dir que els nuclis es mouran en una sola PES, associada
a un estat electronic definit. Per a la majoria de casos que s’estudien, la
representacié adiabatica és totalment valida perque els estats electronics
romanen desacoplats durant la propagacié de la dinamica pero, que pas-
sa quan la dinamica és susceptible de visitar zones de 1'espai de fases on
I"aproximacié de Born-Oppenheimer deixa de tenir validesa?

2.2.2 Dinamica Semi-classica

Anteriorment s’ha descrit qualitativament les bases de 'aproximacié de
BO, pero es fa evident que les condicions necessaries per 1’aplicabilitat de
la mateixa no sempre es compliran. En aquests casos, una aproximacio
purament classica del moviment nuclear es fa insuficient. Davant la im-
possibilitat de realitzar un tractament quantic dels mateixos en sistemes de
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mida considerable, s’opta per una aproximacié semi-classica on, a partir
d’un tractament classic dels nuclis, s'intenta descriure un comportament
quantic.

En el desenvolupament complert de ’aproximacié de Born-Oppenheimer

apareixen dues magnituds que sén 1’acoblament escalar i 1’acoblament de-
rivatiu, G;; i F}; respectivament, i que es defineixen:

1 A
Gy =3 (@il Valel) (2.25)

- 1 2
Fiy =2 5teilVale) (2.26)

on m,, representa les masses nuclears i els estats ; i ¢; son els estats elec-
tronics adiabatics. Per tal que I’aproximacié de BO es compleixi, com s’ha
dit, els acoblaments entre els estats, és a dir les magnituds G;; i F,;, han de
ser 0. Com que la massa dels nuclis és molt més gran que la dels electrons,
aixo sera aixi mentre els termes d’acoblament entre estats es mantinguin
petits. Es pot demostrar la segiient relacio:

(5] (@iﬁez) i)
Ei(R) — E;(R)

(@i Valps) = (2.27)

Aixo vol dir que en situacions on els estats electronics adiabatics s’acosten
en energia, I’aproximacié de BO deixa de ser aplicable ja que el terme de
’Equaci62.27les fa massa gran. De fet, en punts on hi ha degeneraci6 dels
estats electronics, hi ha una singularitat. Aquests punts s’anomenen inter-
seccions coniques (CI) i tenen una implicaci6 rellevant en la fotoquimica.
Un sistema molecular pot canviar el seu estat electronic tot passant per
una CI, ja que en aquest punt, 'estat electronic no esta definit com a tal.
Les dimensi6 d’una interseccié conica és, en general, la mateixa que la de
la PES, menys dos graus de llibertat (3N —8 per a molecules no lineals). Ai-
x0 és degut a que només hi ha dues direccions on es trenca la degeneracio,
que son les que defineixen el vector de diferencia de gradients i el vector

d’acoblament entre estats, g i h respectivament, que s’expressen com a:

0(E; — Ej)

7= e (2.28)
h=(¢; %w) (2.29)

Aquests dos vectors, que son els tinics que trenquen la degeneraci6, defi-
neixen el que s’anomena branching space de la CI en qiiesti6. L'espai com-
plementari del branching space, és a dir, aquell que manté la degeneracio
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FIGURA 2.2: Representacié model de dues PES en funcié

dels vectors i k. La CI es localitza en el punt on es troben i
es produeix la degeneracié.

i és ortogonal a les direccions § i h, s’anomena seam. Les interseccions
coniques, doncs, formen un seam (un espai de 3N — 8 dimensions per a
molécules no lineals) per on un sistema molecular pot canviar d’estat elec-
tronic. Si es representen graficament l'energia potencial dels estats elec-
tronics implicats en una CI en funci6 de les direccions §i 4, la CI quedara
definida en un punt, pero cal tenir en compte que en realitat es tracta d"un
"hiperpunt'de dimensi6é 3N — 8 (Figura 2.2).

Les simulacions dinamiques en estats excitats son susceptibles d’explo-
rar zones on l"aproximacié BO no sigui aplicable, ja sigui perque el terme
de I'Equaci6 es faci massa gran o perqué directament apareguin in-
terseccions coniques. Aixi doncs, com es desenvolupa una dinamica fora
dels limits d’aplicabilitat de I’aproximacié BO? S’ha desenvolupat un gran
nombre de metodes per al tractament d’efectes no adiabatics en dinami-
ques moleculars. Entre ells, un dels que gaudeix de més acceptaci6 és
I’anomenat surface hopping, en que els nuclis evolucionen en una sola PES
pero es permet el transit entre estats electronics per mitja d"un sorteig que
es fa en base al pes de l'estat electronic en qiiesti6.** Cal notar que 1'a-
proximaci6é BO és tant robusta que fins i tot es fa servir en els casos on
no és aplicable per a calcular els diferents estats adiabatics sobre els quals
propagar una dinamica no adiabatica.

En el context del metode surface hopping, es pren un eixam de trajectories
on cadascuna d’elles evolucionara en una sola PES. A cada pas de dinami-
ca, es calcula la probabilitat que una trajectoria faci un salt i canvii de PES.
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Aquesta probabilitat esta controlada per un algoritme que garanteix que
la fracci6 de trajectories en un estat electronic determinat és aproximada-
ment igual a la poblaci6 d’aquest estat.>

En el surface hopping els nuclis es mouen classicament en un trajectoria

—

R(t). El Hamiltonia pel moviment electronic és:

~

- h? 1 A -
H(F R) = =5 ) — V5, + Ven(7, ) (2.30)

on « correspon als graus de llibertat electronics i el potencial V, inclou
els potencials electré-electro i electr6-nucli. Com que el Hamiltonia elec-

tronic és depenent del temps a través de R(t), la funcié d’ona electronica

®(7, R, t) associada evoluciona segons 1'equacié d’Schrodinger depenent

del temps:
a — A —
z’ha@(ﬁ R, t) = HO(7, R, t) (2.31)
La funcié d’ona electronica es pot expressar com a expansié d’una base
ortogonal coneguda ¢;(7, &) per la qual prendrem les funcions d’ona de
la representaci6 adiabatica BO, és a dir les solucions de 1’equacié d’Schro-
dinger electronica independent del temps:

O(F R t) =Y ci(t)oy(7, R) (2.32)

7

La substitucié de I'equacié 2.32] a 'equacio d’Schrodinger (2.3T), després
de la multiplicaci6 per 'esquerra de ¢} (7, It) i la integraci6 sobre i"porta a:

d

ih—c;(t) = Z ¢;(t)[Hy; — ihR - dyj) (2.33)

on H;ji d_;j son:
Hj(R) = (¢;(7, R)| H(F, B)| (7, R)) (2.34)
dij(R) = (¢(F, B)|V 4lou(F, R)) (2.35)

i on s’ha utilitzat la regla de la cadena:

M> B (236
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En la representacié adiabatica, la matriu Hamiltoniana (2.34) és diagonal
aixi que l'equaci6 2.33 queda simplificada:
d

ih-ci(t) = ci(t)e; — i Z ci(t)R - di (2.37)

Aixi doncs, I'amplitud dels estats quantics a cada temps (c;(t)) es calcula
integrant 'equaci6 2.37/durant la trajectoria R(t) i amb aquesta informaci6
es pot fer el sorteig estocastic que decidira si hi ha o no hi ha canvi d’estat
electronic.

Existeixen un gran nombre d’algoritmes que determinen la probabilitat de
saltar d’estat electronic. Un dels utilitzats més habitualment és el Fewest
Switches Algorithm (FSA). Aquest algoritme calcula una probabilitat de
transici6 per a un pas d’integracié no infinitesimal (At) a partir dels coefi-
cients c;(t) a cada temps, llavors es tria un nombre aleatori entre 0i 11 es
decideix si hi ha transici6. Si hi ha canvi de PES, cal reajustar les velocitats
per garantir la conservaci6 de I'energia. Es poden trobar detalls sobre 1'al-
goritme FSA i el reajust de velocitats a la bibliografia especialitzada.***"1>!

En aquest tractament, altre cop, es fa servir una aproximacié classica a
un comportament quantic, aixi que naturalment no es tracta d'un meétode
lliure de certa problematica. Amb tot, el surface hopping generalment es
comporta bé per a sistemes moleculars i permet incloure efectes no adia-
batics que sén basics per explicar processos en fotoquimica, especialment

transicions no radiatives!??12L1525155 § reaccions de transferencia de carre-
ga 156

En el transcurs d’aquesta tesi, s’ha desenvolupat una implementaci6é d’a-
quest metode fent servir el codi ChemShell juntament amb el grup del
prof. W. Thiel del Max-Planck-Institut fiir Kohlenforschung i s’ha utilitzat
pels resultats presentats en el Capitol 6.

2.2.3 Dinamica Quantica

Tot el descrit fins ara, fins hi tot ’aproximacié semiclassica del surface hop-
ping, fa servir la teoria classica per a propagar el moviment nuclear. Aixo
fa que els efectes purament quantics com ara la ressonancia, la deslocalit-
zaci6 o l'efecte tanel no puguin apareixer de forma natural. Eliminar la
naturalesa quantica dels nuclis en pro de la simplificaci6 de les equacions
és un requisit indispensable per a poder fer calculs sobre sistemes quimics
i a més és una aproximacié raonable per a nuclis pesats que no presenta-
ran grans efectes quantics. Ara bé, recordem que la reacci6 responsable de
la fluorescencia en les proteines verdes fluorescents és una transferencia
protonica. El prot6 és una particula que, donat la seva reduida massa, pot
presentar efectes quantics importants, sobretot en casos on es pugui donar
una certa deslocalitzacié de la seva funcié d’ona associada o si es troba
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amb una barrera. Per aquesta rad, hem de presentar alguna metodologia
basada en la dinamica quantica (QD) que permeti el tractament purament
quantic del moviment nuclear, per quan sigui necessaria la seva aplicacio.
En aquest treball s’ha utilitzat dos tipus de simulacions de QD: la deter-
minaci6 d’estats estacionaris vibracionals (funcions propies i valors propis
vibracionals) i la propagaci6 del paquet d’ones nuclear a l'estat excitat.

Per a la determinaci6é d’estats vibracionals, s’ha pres alguns perfils d’e-
nergia potencial per a la transferéncia protonica i s’ha resolt la segiient
equaci6 d’Schrodinger independent del temps:

A~

Hp; = [T+ VIih = Exy (2.38)

On V és el potencial calculat per a la transferéncia protonica i 7' I’operador
d’energia cinética per al moviment del proté (o deuterd, quan ha calgut).
S’ha utilitzat la representaci6 sync-DVR de Colbert i Miller'>” per a la cons-
truccié de la matriu Hamiltoniana corresponent, utilitzant 50 punts com a
base. Els vectors propis ({¢;}) i valors propis ({E;}) s’han obtingut per
mitja de la diagonalitzacié de tal matriu.

Per al calcul de l'evolucié temporal del paquet d’ones nuclear s’ha assu-
mit que a temperatura ambient només hi ha poblaci6 significativa a 1’estat
fonamental vibracional de 1’estat fonamental electronic (|t5°)), aixi que
aquest s’ha promocionat a l’estat electronic excitat fotoactiu (°'). Com
que aquest estat |1)5°) no és a priori un estat propi del Hamiltonia de
'estat excitat, s’ha determinat la seva evolucié temporal seguint I'equa-
ci6é d’Schrodinger depenent del temps. Com que el Hamiltonia si que és
independent del temps, podem escriure la funci6 d’ona en funcié de la
forma espectral de 1’operador d’evolucié temporal*>*

e o)y = 7 (@ u ) v

w(gt) = (7

S BN (2:39)

en la que el sumatori corre per tots els estats vibracionals de 'estat excitat
S 1on E; sén les energies de tals estats. La integracié de 1’equacio
ens permet el seguir 1’evolucié del paquet d’ones a I’estat excitat.
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3 Objectius

En el present treball, com en qualsevol tesi, 1’objectiu global és crear un
coneixement ferm i estable sobre el tema tractat, en aquest cas, el compor-
tament espectroscopic de les proteines fluorescents, la relacié estructura-
propietats i la fotoquimica d’aquests sistemes. A partir de casos particu-
lars estudiats, es pretén generalitzar un coneixement aplicable a la resta
de casos podent fer, aixi, certes prediccions del funcionament de sistemes
que encara no han estat testats experimentalment.

En el Capitol 5 de la part de resultats es tractara amb el calcul i analisi dels
espectres d’absorcié de proteines fluorescents vermelles i verdes, tot rela-
cionant les propietats espectroscopiques d’equilibri de les mateixes amb
les seves caracteristiques estructurals en solucié aquosa. Els objectius d’a-
quest capitol son:

e Reproduir qualitativament i quantitativa els espectres d’absorcié de
les proteines estudiades.

e Ser capacos de descriure les diferencies espectroscopiques més im-
portants entre els principals grups de proteines objecte d’estudi, les
GFPs i les RFPs, aixi com les diferéncies a dins de cada grup.

e Caracteritzar els estats electronics excitats fotoactius dins del context
de la Teoria del Funcional de la Densitat Depenent del Temps.

e Concloure raons el més clares i sistematiques possible per a la posicié
dels maxims de les bandes d’absorci6 de les proteines estudiades.

e Racionalitzar la relaci6 estructura-espectre, descrivint les interacci-
ons del cromofor amb els residus veins.

e Amb el coneixement adquirit, ser capagos de proposar noves muta-
cions que permetin la sintesi de proteines amb propietats modulades
ad hoc.

En el Capitol 6 de I'apartat de resultats, es tractara de donar descripcions
atomistiques a tot el procés fisic que ocorre en la doble mutant S65T /H148D-
GFP, la Pedra Rosetta. En aquest sentit, s'intentara mostrar una visi6é com-
pleta del procés per entendre com funciona i, altra vegada, ser capagos de
modular-lo a plaer. Els objectius d’aquest capitol son:

e Confirmar que 'estructura del cromofor il’aspartat amb relacié donador-
acceptor és estable en solucié aquosa, més enlla de l'estructura cris-
tal-lina.
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Capitol 3. Objectius

Contrastar el coneixement assentat que la forca motriu de la transfe-
réncia protonica a l'estat excitat és el guany d’acidesa del cromofor
després de rebre la radiacio.

Elucidar si hi ha components estructurals de 1’entorn proteic que in-
flueixen en el procés que té lloc a I'estat excitat fotoactiu.

Explorar els graus de llibertat de la superficie d’energia potencial
involucrats en la transferencia protonica i determinar si hi ha, o no,
barrera associada a aquest procés

Explicar, mitjan¢ant un tractament quantic del prot6 transferit, 'inu-
sual comportament observat pels estudis experimentals: la transfe-
rencia ultrarrapida i la presumible deslocalitzaci6 a 1’estat fonamen-
tal.

Donar una explicacié atomistica del procés que té lloc a I’estat excitat
després de la transferéncia protonica, i que s’associa amb la relaxacié
de I'entorn proteic.

Caracteritzar possibles vies de desactivaci6é no radiativa del cromo-
for.

Amb tot I'anterior, ser capacos de reproduir la major part possible
de les dades experimentals disponibles per a aquesta doble mutant,
especialment les dades de fluorescencia resoltes en el temps.

Amb tot el coneixement adquirit, proposar mutacions que modifi-
quin el comportament de la proteina per que adquireixi les propie-
tats desitjades.

Aquests objectius, comporten una serie de reptes de caire metodologic. En
aquest sentit, es planteja el desenvolupament de les tecniques i metodes
necessaris per a l'estudi de cada cas, com a un dels objectius principals
d’aquest treball. Les aportacions metodologiques es presenten al Capitol
4 i al Capitol 6.



L1

NARRATIO ET
CONFIRMATIO

Ecco il mondo - vuoto e tondo
S’alza, scende - balza, splende
Fa carole - intorno al sole,
Trema, rugge - da e disturgge.
Orra sterile, or fecondo

Ecco il mondo.

Mefistofele - Mefistofele (A. Boito)
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4 Task-Farming

El primer (i present) capitol de resultats que es troba en aquest treball pre-
senta un metode per a l’acceleracié de dinamiques moleculars que ha estat
del tot indispensable per a I'obtencié dels resultats que es presentaran als
Capitols 51 6. Aquest metode, al que ens referirem com a task-farming, es
podria dir que és una obra d’enginyeria, ja que no incorpora nou conei-
xement o teoria a la ja existent, només aplica alguns conceptes fisics per
obtenir una optimitzacié de la despesa computacional que comporten els
costosos calculs que es presentaran en capitols posteriors. Amb tot, per
ser un metode desenvolupat durant el transcurs del doctorat que ha donat
lloc a aquesta tesi, es presenta a continuacio.

4.1 El Problema de la Funcié de Particiéo Canoni-
ca

Sovint, el quimic computacional busca la relacié6 de magnituds macros-
copiques mesurables experimentalment amb la descripcié molecular que
se’n despreén. Per a tal fi, s'utilitza la formulaci6 de la termodinamica esta-
distica, que permet establir relacions entre els estats de les particules que
formen un sistema molecular i les propietats macroscopiques del mateix
sistema. Prenent un col-lectiu canonic (on la temperatura, nimero de mols
i volum es consideren constants), la probabilitat de poblacié dels estats se-
gueix una distribucié de Boltzman:

o—Ei/kyT

5 (4.1)

i =

on E; és I’energia de 'estat i en qiiestio, k; és la constant de Bolztmann i @
és la funci6 de particié canonica:

Q= Z e~ Ei/kT (4.2)
J

La funcié de partici6, que actua com a funcié normalitzadora de la pro-
babilitat, es pot utilitzar per a calcular les propietats macroscopiques del
sistema. A partir del calcul dels estats energetics possibles, podem cal-
cular quina sera la poblacié mitjana en aquests estats. El valor mig de la
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propietat a observar entre els estats poblats, sera aquell valor observable a
nivell macroscopic.

Aixi doncs, per tal de calcular qualsevol propietat del sistema, en princi-
pi en tindriem prou amb calcular tots els estats possibles per al mateix,
o en altres paraules, coneixer la funcié de partici6. Per exemple, es pot
demostrar que 1'energia mitjana del sistema en el col-lectiu canonic és:

— O0lnQ
E = kT? 4.
(5. .
o la pressi6 mitjana:
0lnQ
p= kT .
p=nr(5), .

El calcul de la funcié de particié d’'una molecula és factible realitzant unes
aproximacions addicionals. Si s’assumeix la separabilitat de 1’energia de
la molecula:

Etotat = Fetect + Etrans + Erot + Evip (45)

es pot separar la funcié de particié:

Qtotal = {elect * Gtrans * Qrot * Quib (46)

Cal notar que aqui hem assumit que tota l'energia prové dels termes ante-
riorment expressats, sense cap altra contribuci6. Aixo6 és naturalment una
altra aproximacio.

A partir de 'equaci6 4.6, podem aproximar la forma de les funcions de
particié mitjangant models mecanoquantics per acabar obtenint expres-
sions analitiques que permetin el calcul de les variables desitjades. En
aquests context, altre cop, cal assumir noves aproximacions (propies de
cada model). Per exemple, per al moviment de translacié es pren el model
de la particula lliure en una caixa tridimensional o pel moviment de vibra-
ci6, es pren el model de l'oscil-lador harmonic. Aquests tipus de calculs
son els que fan els programes tipus Gaussian09 quan calculen propietats
termodinamiques a partir de calculs de freqiiencies.

Aquestes aproximacions son relativament bones per a sistemes de mida
petita i la utilitzacié de les mateixes per a descriure propietats macrosco-
piques de tals sistemes dona resultats acceptables. Ara bé, els sistemes
biologics de gran mida, com ho sén les FPs, no poden suportar aques-
tes aproximacions. La gran quantitat de minims conformacionals que hi
ha en les PES d’aquests sistemes fa que no puguem aplicar I’aproxima-
ci6 harmonica a la seva vibracié, per exemple. Es per aixd que ens cal
canviar l'estrategia per a 1’'obtencié de propietats macroscopiques dels bi-
osistemes.
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Per a solucionar aquest problema, assumim la hipotesi ergodica, que diu
que el promig temporal a temps prou llarg d'una propietat d’un mem-
bre del col-lectiu coincideix amb el promig a un temps ¢ de tal propietat
pel col-lectiu, si el col-lectiu és prou gran (estrictament, "temps prou llargi
¢ol-lectiu prou gran", vol dir ¢ = co i N = o0). En altres paraules, la distri-
buci6 de valors d'una propietat en un col-lectiu, sera la mateixa que el pro-
mig temporal d’aquesta propietat en un dels membres d’aquest col-lectiu.
Enlloc d’obtenir els estats del sistema de manera analitica (i calcular el pes
que tindran per mitja de 1’equaci6 4.1)), els obtenim in situ, ja amb el pes
que tenen, que sera el nombre de vegades que han estat visitats en el lapse
temporal explorat. Aixd només es complira si, efectivament, el sistema
a tractar és ergodic. Si el sistema no és ergodic, vol dir que hi ha zones
del seu espai de fases que soén literalment inconnexes, és a dir que mai
es podra a accedir a una zona si s’esta a l'altra, ni a temps infinits. Per
tal d’utilitzar les dinamiques moleculars com a eina per a la predicci6 de
propietats macroscopiques, hem d’assumir la hipotesi ergodica, i aixi ho
fem.

Aixi doncs, hem transformat el problema teoric de 1'obtencié de la funcié
de partici6 analitica d’un sistema complex, en un problema practic, sobre
I’exploracié prou exhaustiva de 1'espai de fases. En aquest punt, cal es-
mentar les limitacions computacionals que encara marquen les possibili-
tats de la recerca que es realitza avui en dia. La integraci6é d"una trajectoria
fins a temps molt llargs és, sovint, inviable, especialment si el programa
utilitzat no paral-lelitza 'esfor¢ computacional de manera optima. En els
casos que es presentaran en aquesta tesi, ha calgut emprar el programari
ChemShell per a poder propagar simulacions dinamiques BO a un nivell
QM /MM, utilitzant el programa MNDO99 per al calcul de la part QM.
Aquest ultim programa no paral-lelitza eficientment 1’esfor¢ computacio-
nal, aixi que 'obtencié de simulacions dinamiques prou llargues seria del
tot inviable.

Per tal de sobrevenir aquest problema, es proposa una metodologia que
permetra accelerar el calcul de manera espectacular, fins a fer-lo viable. Es
tracta de fer una paral-lelitzacié "manual”del calcul, ja que la propiament
computacional no és possible.

Assumint que els sistemes tractats sén ergodics, enlloc de propagar una
sola simulacié dinamica fins a un temps ¢, es propagara n simulacions
dinamiques fins a un temps ¢/n. Per assegurar que s’escombra adequa-
dament 'espai de fases, i tenint en compte que els sistemes tractats son
deterministes (es regeixen per les lleis de Newton pel moviment nuclear),
nomeés ens cal iniciar les simulacions dinamiques des de punts diferents de
'espai de fases. Aixi doncs, formalment, I’'obtencié de microestats a partir
d’un paquet de dinamiques curtes ha de ser igual de valida que amb una
de llarga. De fet, si explorem l'espai de fases amb un eixam de dinamiques
ens assegurem que la descripcié del mateix sera molt més representativa,
tenint en compte que integrem les dinamiques fins a temps no infinits: una
sola dinamica té el risc d’entrar en una zona poc representativa de 'espai
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de fases i quedar-hi atrapada, fet que faria que s’obtingués un mal resul-
tat dels promitjos macroscopics. Si es disposa de diverses simulacions, el
pes que eventualment pugui tenir aquesta simulacié esbiaixada, és molt
menor.

Utilitzar aquesta estrategia té unes clarissimes avantatges computacionals.
El programari que s’ha utilitzat en aquest treball només permet la utilitza-
ci6 d"un processador per a cada calcul de simulacié dinamica doncs, com
s’ha dit, no paral-lelitza eficientment. Aixi doncs, es pot multiplicar per n
la velocitat d’exploraci6 de I'espai de fases si es propaguen n simulacions
independents al mateix temps. Aixo0, tenint en compte els recursos com-
putacionals emprats, ha permes multiplicar la velocitat del calcul entre ~
301 ~ 150 vegades, en funci6 del cas.

4.2 Tous pour Un, Un pour Tous: el Metode Task-
farming

En aquesta secci6 es presenta la implementacié que s’ha fet de la idea des-
crita anteriorment, basada en propagar diverses simulacions dinamiques
de temps més curt, per substituir la propagacié d’una dinamica de temps
més llarg i aconseguir, aixi, una acceleracié del calcul, que s’ha anomenat
metode task-farming.

Partint d’un sistema equilibrat, s’ha propagat una sola dinamica durant
un temps t. Com que el sistema ja esta equilibrat, s’assumeix que les es-
tructures obtingudes d’aquesta primera simulaci6 pertanyen, propiament,
al’espai de fases que es vol explorar. S’han pres n fotogrames equiespaiats
i se n"ha reiniciat les velocitats. Si no es reiniciessin les velocitats, dbvia-
ment, totes les simulacions seguirien la mateixa trajectoria. Després d'un
breu periode d’equilibratge, s’ha propagat cadascuna de les dinamiques
fins a el temps desitjat. A la Figurai.1] es representa esquematicament el
protocol classic per a les simulacions dinamiques juntament amb el proto-
col task-farming.

Naturalment, aquest metode presenta una limitacié: en el cas que s’ha-
gi d’esdevenir un succés a temps més llargs que els de cadascuna de les
simulacions, aquest no apareixera. Aix0 no es un problema sempre que as-
sumim que partim d’un sistema equilibrat, assumpci6 que s’ha de fer per
a qualsevol simulacié dinamica que pretengui descriure situacions d’equi-
libri (també totes aquelles que basen els seus resultats en una sola trajec-
toria).

Aquesta metodologia s’ha utilitzat per a totes les simulacions dinamiques
d’equilibri que es presenten en aquest treball, amb variacions en el temps
d’integraci6 total i el nombre de dinamiques per a cada cas. Cal apuntar
que, sense "aplicaci6é d’aquest metode, hauria estat del tot inviable obtenir
els temps d’integracié que s’ha obtingut, amb els recursos computacionals
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Heating

(@)

(b)

Heating

|\fatoclty Reset| [valocny Rasat]

Trajectory Respawning

FIGURA 4.1: Representaci6 esquematica de (a) un protocol
estandard per a la realitzaci6 d'una simulacié MD i de (b) el
protocol task-farming
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dels quals disposem (o disposavem en el moment de la realitzacié dels
calculs). A tall d’exemple, gracies a 'aplicacié del metode task-farming,
hem pogut simular fins a 100 ns de simulacié MM (2016) o finsa 1,0 ns de
simulaci6 QM /MM (2014), que fou una de les simulacions QM /MM més
voluminoses mai realitzada, en 'any que fou presentada.

Cal esmentar que de manera contemporania al metode aqui explicat, es va
publicar un treball de Kohlhoff et al. a la revista Nature Chemsitry, on s'u-
tilitzava la mateixa idea (naturalment implementada de manera diferent)
per integrar dinamiques MM en receptors lligats a proteines (GPCRs).>
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5 Propietats Espectroscopies de
les Proteines Fluorescents

Tal i com s’ha descrit anteriorment en aquest treball, la modulaci6 de la
longitud d’ona d’absorcié de les proteines fluorescents és un dels prin-
cipals focus de la recerca cientifica basica que es fa al voltant d’aquests
complexos foto-biosistemes. Es evident que, per tal d’intentar evadir les
téecniques mutagéniques basades en aproximacions aleatories, ens cal cre-
ar un coneixement ferm de la naturalesa de les excitacions que ocorren en
les FPs. En aquest sentit, es fa palesa la necessitat d'una descripci6 ato-
mistica d’aquests sistemes, que sigui capag de racionalitzar a un nivell fi
les singularitats de les proteines fluorescents i dels processos foto-biofisics
que experimenten.

5.1 Proteines Verdes Fluorescents

En aquest apartat es presenta la recerca realitzada respecte el comporta-
ment dels espectres d’absorcié de les proteines verdes fluorescents. Per
a poder construir un coneixement ferm s’ha estudiat un grup de 3 GFPs:
la wt-GFP i les dobles mutants S65T/H148D-GFP i E222Q/H148D-GFP.
La rellevancia de les dues primeres ha estat explicada a la Introduccié:
la wt-GFP per ser la primera descoberta i més extensament estudiada i
la S65T /H148D-GFP per representar un sistema model de les proteines
fluorescents, donades les seves caracteristiques dinamiques tant concre-
tes. La mutant E222Q/H148D és una proteina que té un comportament
molt similar a la S65T /H148D, encara que no existeixen dades espectros-
copiques resoltes en el temps per a la mateixa, ni tampoc estructura cris-
tal-lina. Amb aix0, se li suposa, igual que a la S65T/H148D, una ESPT
entre el cromofor i 1’Asp148. Vegeu la Figura panell dret. Encara que
la mutant E222Q /H148D-GFP no ha pres tanta rellevancia cientifica com
la seva germana, ens servira per confirmar i afinar el coneixement que po-
guem extreure de la S65T /H148D.

5.1.1 Metodologia

L’objectiu en aquest capitol és reproduir observables macroscopiques per
a poder obtenir descripcions atomistiques dels processos que representen
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FIGURA 5.1: Esquerra: Representaci6 grafica del model uti-

litzat, que inclou tots els atoms de la proteina i la gota d’ai-

giies de 60 A de diametre. Dreta: Etiquetats per A, BiC, el

cromofor i els residus propers al mateix per a les proteines

wt-GFP, S65T /H148D i E222Q/H148D, respectivament. El
cami del cable de protons esta ressaltat en verd.

aixi que, mancant-nos les funcions de partici6 de les proteines solvatades
en aigua, hem de realitzar simulacions de dinamica molecular per a gene-
rar microestats a partir dels quals promitjar les propietats moleculars o les
caracteristiques estructurals d’interes.

Sistemes Model

Per a la wt-GFP i la doble mutant S65T /H148D, s’han extret les coordena-
des de l'estructura cristal-lina respectiva del Protein Data Bank (PDB ID:
1EMB* i 2DUF /% respectivament). Els atoms d’hidrogen (que no estan re-
solts per difracci6 de rajos X) s’han afegit utilitzant el servidor PROPKA
a pH 5,7160:13 Per tal de reproduir correctament 'efecte de la solvatacio,
s’ha situat cada proteina al centre d'una esfera d’aigiies explicites (tracta-
des amb el model TIP3™%) de 60 A de diametre (Figura B.1). Per evitar
mals contactes entre molecules d’aigua i atoms de la proteina que hagin
pogut apareixer en el procés de solvatacio, s’ha aplicat uns pocs passos
de minimitzacié. Tot el procés de creaci6 del sistema model s’ha realitzat
amb el programa CHARMM!? amb el camp de forces CHARMM272 i
els parametres desenvolupats per Thiel i col-laboradors per als atoms del
cromofor/163

Per a la mutant E222Q/H148D no podem prendre l'estructura del PDB
perque no existeix cap estructura resolta disponible. Es evident, doncs,
que hem d’introduir les mutacions manualment pero, a partir de quina
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estructura? Com que les propietats espectroscopiques conegudes de la
mutant E222Q/H148D sén molt similars a les de la S65T/H148D,*” sembla
adient prendre l'estructura d’aquesta tltima per a aplicar-li les mutacions
T65S i E222Q. Amb aixo, s’assumeix que el plegament de la proteina no es
veura afectat per aquest canvi pero, tenint en compte les dades experimen-
tals disponibles de la wt-GFP, la S65T, la S65T/H148D i la E222Q/H148D,
no sembla una suposicié molt agosarada. Després d’aplicar la mutacio,
s’ha realitzat el mateix procés de solvatacié descrit anteriorment. Els sis-
temes complerts inclouen al voltant de 18500 atoms, depenent del cas.

Simulacions de Dinamica Molecular

Per tal d’explorar les diferéncies en els espectres d’absorcié de les tres pro-
teines verdes fluorescents hem de calcular tres simulacions dinamiques
diferents, una per cada cas. Pel cas de la wt-GFP, i donat el tipus d’inte-
raccions que predominen en 'estructura de la mateixa, s’accepta que una
descripci6 MM del seu moviment és satisfactoria.>*10715 E] problema sor-
geix amb les dues dobles muntants: a I’estructura cristal-lina de la mutant
S65T/H148D trobem una interaccié de pont d’hidrogen extraordinaria-
ment curta (2,32 A ) entre el cromofor i 'aspartat, i se suposa que aquesta
interacci6 resulta en la preséncia d'un prot6 altament deslocalitzat entre
donador i acceptor”” Aquest tipus d’interacci6, tant diferent del que és
una tipica interacci6é covalent, no pot ser descrita per un camp de forces
MM. De fet, s’ha realitzat proves preliminars amb la mutant S65T /H148D
on s’ha intentat descriure la seva estructura per mitja de dinamiques MM.
En tots els casos, en qiiestié de 500 ps, es trenca la interacci6 entre el cro-
mofor i 'aspartat, quan aquest tltim es torga per acabar apuntant cap a
I’exterior de la proteina en una situacié molt menys constreta que la inici-
al. Sabem que aquesta interaccié cromofor-aspartat és estable en el temps,
aixi que per tal de descriure-la, ens fara falta una aproximaci6 QM/MM
al problema, que només sera utilitzada per a les dues dobles mutants. El
nivell QM/MM utilitzat ha estat el semiempiric OM31* amb el camp de
forces CHARMM?2?7.

Aquest s combinat de dinamiques MM i QM /MM pot semblar contro-
vertit perd no hauria de comportar problemes si assumim que cadascun
dels metodes per separat és prou bo per ser aplicat al cas que li pertoca
i que, per tant, és capag d’explorar adequadament 'espai de configuraci-
ons en cada cas, cosa que naturalment fariem sense problema, si no com-
paréssim els resultats d’una i altra metodologia. Per confirmar que una
descripcié6 MM és suficient pel cas de la wt-GFP s’ha seleccionat a 1'atzar
5 estructures de la dinamica MM d’aquesta proteina i s’han optimitzat a
nivell MM (CHARMM?27?) i a nivell QM/MM (OM3/CHARMM?72). Els
resultats indiquen que 1’aproximacié és assumible ja que 'RMS mitja per
les parelles d’estructures optimitzades és només de 0,88 A i la diferencia
mitjana entre les energies d’excitacié6 TD-DFT és de 0,11 eV, que es troba
dins 'error del metode.
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Els calculs purament MM s’han realitzat amb el programari CHARMM i
els QM/MM amb el codi ChemShell'** La part QM per a les dues dobles
mutants compren el cromofor, 1’Asp148, i la part més propera dels resi-
dus limitrofs als mateixos, essent un total de 58 atoms QM per a la doble
mutant S65T/H148D i 55 atoms QM per a la mutant E222Q/H148D (la
diferencia de 3 atoms es deu a la mutacié S65T, que afecta al cromofor).
La resta del sistema s’ha considerat MM. La zona fronterera s’ha tractat
amb 'aproximacio link-atom amb el tractament charge-shift, i la interaccié
QM /MM s’ha tractat a nivell EE. S’ha definit com a part activa tota la pro-
teina i les molecules d’aigua més properes, deixant una capa esférica de
moléecules d’aigua congelada a la part més externa de la gota. Aquesta
part activa és d’un total de 7050 atoms.

Pel que fa a la MM-MD de la wt-GFP, s’ha escalfat el sistema tot fent incre-
ments de 100 K cada 50 ps per un total de 150 ps, tot mantenint 1’estructura
del cable de protons fixada per mitja de restriccions harmoniques (ja que
volem reproduir la forma A). A continuaci6 s’ha realitzat 1’equilibratge del
sistema en que s’ha eliminat gradualment la restricci6 pel cable de protons
durant 200 ps, per finalment propagar 150 ps de dinamica sense cap tipus
de restricci6. A partir d’aqui, s’ha calculat 1 ns de MM-MD.

Pel que fa a les simulacions QM /MM, s’ha utilitzat el cap de forces CHARMM?27
implementat en el modul DL-POLY de 'aplicaci6 ChemShell per a la part

MM i el métode OM3 per a la part QM, implementat en el programa MN-
D099.1% Per tal d’acumular un temps suficientment llarg de simulaci6, s’-

ha utilitzat el metode de paral-lelitzacié de dinamiques descrit en el Capi-

tol 4 per a obtenir 1 ns de simulaci6 QM /MM per a cadascuna de les do-

bles mutants. Pel cas de la mutant E222Q/H148D, s’ha aplicat una fase
d’equilibratge de 40 ps preévia a 1'escalfament per assegurar I’acomodaci6

de les mutacions realitzades.

Calculs Estatics

Els calculs estatics realitzats sobre les estructures obtingudes de les simu-
lacions MD, també s’han realitzat a un nivell QM /MM. La part QM presa
ha estat la mateixa que en les simulacions QM /MM i, en el cas de la wt-
GFP, ha inclos només el cromofor (un total de 40 atoms). En aquest cas,
encara utilitzant el link-atom amb el tractament charge-shift i la interacci6
EE, s’ha emprat el programa Gaussian09*?" pel calcul de la part QM. Les
energies de l'estat fonamental i dels estats excitats s’han extret per mitja de
calculs DFT i TD-DFT respectivament, utilitzant el funcional CAM-B3LYP
ila base 6-31G(d,p).
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FIGURA 5.2: Distribuci6 de la distancia entre els oxigens del
cromofor i1’Asp148 al llarg del nanosegon de simulacié MD
per les mutants E222Q /H148D (blau) i S65T /H148D (verd).

5.1.2 Resultats

Resultats Estructurals

Les simulacions de MD, a més de ser la base sobre la qual calcular els
espectres d’absorci6 de les proteines estudiades, ens proporcionen infor-
macié estructural per elles mateixes. En aquest sentit, hem analitzat al-
gunes propietats estructurals de la mutant E222Q /H148D (per la qual no
s’ha resolt 1'estructura crital-lina) i les hem comparat amb les de la mu-
tant S65T /H148D per tal de predir algunes de les caracteristiques de la
primera.

Segurament, el parametre estructural més important en aquestes dues mu-
tants és la distancia entre 1’Asp148 i el cromofor. Aquesta distancia, que
és extremadament curta en la mutant S65T/H148D, és critica en la foto-
quimica de les dues mutants doncs permet la transferéncia ultrarapida i
sense barrera del protd, si es manté prou constreta. Com es pot observar
en la Figura 5.2] la distancia O(Asp148)-O(Cro) és estable i presenta una
distribuci6é gaussiana en ambdos casos.

La distancia mitjana entre el cromofor i I’Asp148 és de 2,35 A i de 2,37
A enles mutants S65T /H148D i E222Q/H148D, respectivament. Com que
aquest valor concorda amb 1’experimental pel cas de la primera mutant,
podem predir que també en el cas de la mutant E222Q /H148D podrem
trobar aquesta interaccié de pont d’hidrogen curt. Aixi doncs, aquests
resultats recolzen els indicis experimentals, que apuntaven a aquesta in-
teracci6.®” Un altre parametre estructural diferencial trobat en l'estructura
de rajos X de la doble mutant S65T/H148D és I’angle diedre entre els dos
anells del cromofor, que esta forca allunyat de la planaritat (9,5°), mentre
que en la wt-GFP és de 0,0°. Com es mostra a la Figura[5.3], ’angle diedre



56 Capitol 5. Propietats Espectroscopies de les Proteines Fluorescents

008 ——rT——T—

- E222Q/H148D ——
o S65T/H148D
o
@
k=l
—~ 0.06
c
o
e
= |
e
§ 004
=
2
2
o
E 0.02 |
®
£
S N
=

000 M 1 _I.‘vﬁ 1 A 1

-40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40

Angle between both rings / degrees

FIGURA 5.3: Distribucié de la I'angle diedre entre els dos

anells del cromofor al llarg del nanosegon de simulacié MD
per les mutants E222Q /H148D (blau) i S65T /H148D (verd).

entre els dos anells del cromofor en les simulacions que s’han dut a terme
compleixen una distribucié gaussiana amb maxims a 6,3° i 5,2° per a les
mutants S65T/H148D i E222Q/H148D, respectivament. La concordanca
entre els resultats experimentals i teorics per a la primera mutant, altre cop
ens permeten fer una prediccié del valor que tindra aquest parametre en
la segona, que estara al voltant de 5°.

Espectres d’Absorcié

El calcul d’espectres d’absorcié de proteines a partir de simulacions MD és
una metodologia d’us relativament comu i que d6na resultats fiables 54177174
Pel aquest cas, s'ha pres 500 estructures temporalment equiespaiades (una
estructura cada 2 ps) de les simulacions MD i s’ha realitzat els calculs d’es-
tats excitats TD-DFT a nivell QM /MM sobre les mateixes. Llavors s’ha
sumat el component de cada transici6 electronica trobada ponderada per
la seva for¢a d’oscil-lador, que és una mesura de com d’intensa sera la
transici6 en qiiestio.

Com es pot observar en la Figura5.4} els espectres calculats mostren 2 pics
principals (3 per la wt-GFP). El més intens correspon a 1’excitacié localit-
zada en el cromofor i representa el que es denomina com a banda A. Els
maxims d’aquests pics es troben a 333 nm per a la wt-GFP, 365 nm per a la
mutant E222Q /H148D i 370 nm per a la mutant S65T /H148D. Les bandes
menys intenses situades a ~ 225 nm, es deuen a excitacions localitzades
en els enllacos peptidics. En els espectres experimentals, aquests darrers
son els més intensos ja que de manera natural tots els enllacos peptidics
de la proteina participen en 1’excitacié mentre que, en el nostre model QM,
només una minima part dels enllagos peptidics han estat inclosos.
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FIGURA 5.4: Espectres d’absorci6 calculats per a la wt-GFP
(verd), E222Q/H148D (blau) i S65T/H148D (lila).

En termes relatius, els resultats que aqui es presenten mostren una bona
concordanga amb els experimentals.”” Com es pot observar a la Figura[5.4]
les dues dobles mutants tenen un espectre d’absorcié molt similar, tal i
com van publicar Stoner-Ma et al.*” i, el qué és més important, els maxims
d’absorci6 es troben desplagats cap al vermell 32,5 nm i 36,9 nm respecte el
maxim d’absorcié de la wt-GFP. Tal i com es pot observar qualitativament a
la Figura[5.5]i quantificar per mitja del calcul del coeficient de correlacié6 de
Pearson, hi ha una correlacié negativa entre la distancia O(Asp148)-O(Cro)
i la longitud d’ona d’absorcié. El coeficient de correlacié de Pearson és de
-0,32 per la mutant E222Q /H148D i -0,37 per la mutant S65T /H148D indi-
cant que, com més curta és la distancia O(Asp148)-O(Cro), més desplacada
cap al vermell apareix la banda d’absorcié. Experimentalment, la diferen-
cia entre les bandes d’absorci6 de les dues mutants és de 5 nm i el valor ex-
tret del calcul que aqui es presenta és de 4,4 nm. El fet que el desplacament
cap al vermell de la mutant E222Q /H148D sigui lleugerament inferior que
el de la mutant S65T /H148D esta en linia amb el coeficient de Pearson cal-
culat ja que, recordem, la distancia mitjana O(Asp148)-O(Cro) per la pri-
mera mutant és lleugerament superior a la de la mutant S65T/H148D. A
més, cal notar que el desplacament cap al vermell obtingut experimental-
ment és lleugerament inferior al calculat en aquest treball, pero aixo es pot
justificar per la tria del metode QM utilitzat en la propagacié de la dina-
mica. Es ben sabut que I’'OMS3, tot i descriure correctament les interaccions
presentades, tendeix a sobreestimar la forca de les interaccions de pont d’-
hidrogen,'> aixi que probablement les estructures obtingudes de les simu-
lacions MD tenen una distancia O(Asp148)-O(Cro) lleugerament inferior
a la real. Invocant altre cop el valor negatiu del coeficient de correlacié de
Pearson, podem predir que, si el metode QM no sobreestimés la forga de
la interacci6 entre el cromofor i I'aspartat, encara obtindriem una millor
descripcié quantitativa del desplacament cap al roig de les dues dobles
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FIGURA 5.5: Representacio de la longitud d’ona d’absorcié
del'estat fotoactiu en funcié de la distancia la distancia entre
cromofor i Asp148. Es pot observar una correlacié negativa.

mutants.

Amb tot, no és molt agosarat afirmar que els resultats sén prou bons, tenint
en compte la complexitat dels sistemes estudiats i dels metodes i calculs
duts a terme. Tot i la bona descripci6 en termes relatius, hi ha una desvi-
aci6 sistematica de les energies d’excitaci6é que ronda els 0,35 eV. Aquesta
sobreestimaci6 és un error sistematic conegut pel TD-DFT/CAM-B3LYP
per aquest tipus de sistema, com ja s’ha publicat anteriorment.1#>#

Per tal de racionalitzar perqueé una carrega negativa prop de l'anell fenolic
del cromofor causa un desplagament cap al roig, hem d’analitzar els or-
bitals que participen en 1'excitacié TD-DFT. L'excitaci6 corresponent a la
banda A és1’esperada HOMO—LUMO n7*, similar a la descrita anterior-
ment per al cromofor de les GFPs,#1% i que, com es pot observar qualita-
tivament a la Figura[5.6]i quantitativa a la Figura[5.7] implica un cert carac-
ter de transferencia de carrega de 1’anell fenolic al carboni metinic. Amb
aquestes dades davant, és facil veure perqué una carrega negativa prop de
'anell fenolic redueix 1'energia de I'excitacid, tot incrementant la longitud
d’ona d’absorcié: 1'excitacié implica una perdua de densitat electronica de
’anell fenolic a favor del pont metinic, aixi que és raonable pensar que 'a-
costament d"una carrega negativa al primer afavorira aquesta perdua de
densitat electronica. Dit d’altra manera, ’acostament d"una carrega nega-
tiva a una zona on la densitat electronica és més alta a 1'estat fonamental
que a 'excitat, desestabilitza el primer respecte el segon, fet que redueix
I'energia d’excitaci6 tot produint el desplacament cap al vermell.

El que s’ha exposat fins ara pel que fa la descripci6 de 'excitaci6 esta en
conflicte amb el raonament fet per Remington i els seus col-laboradors que
explicava 1'efecte del residu Asp148 sobre el corriment cap al roig de la
banda A d’absorcié de la doble mutant S65T/H148D. Per mitja d’estudis
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FIGURA 5.6: Orbitals HOMO (superior) i LUMO (inferior)

involucrats en la excitacié n7n* de la mutant S65T/H148D,

descrita a nivell TD-DFT. Els orbitals per a la mutant

E222Q)/H148D s6n essencialment iguals i no es mostren per
evitar redundancia.
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FIGURA 5.7: Variaci6 de la carrega dels diferents fragments
del cromofor durant el procés de fotoexcitacié calculada a
partir de les carregues NBO de l'estat fonamental i excitat
fotoactiu. En blau es mostren els fragments que perden car-
rega electronica i en vermell els fragments que en guanyen.
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de mutagenesi, van concloure que "a presumed negative charge on Asp148
cannot be responsible for the red shift in the S65T/H148D mutation".” Van atri-
buir aquest desplacament cap al vermell a la possible deslocalitzaci6 elec-
tronica del sistema 7 del cromofor sobre el grup carboxilat de 1’Asp148.
Van basar la seva argumentaci6 en el fet que la mutant S65T/H148E no
presenta desplacament cap al vermell: si la presencia d’un glutamat (car-
regat negativament) no causa el corriment cap al roig, la carrega nega-
tiva de 1’Asp148 no pot ser la causant de tal desplacament en la doble
mutant S65T/H148D. Aqui s’ha demostrat qualitativament i quantitati-
va que, efectivament, és la proximitat de la carrega negativa la que causa
aquest desplacament. A més, també s’ha demostrat que 1'explicacié pro-
posada per Remington respecte la deslocalitzacié addicional del sistema
7 és incorrecta ja que els orbitals involucrats en la transicié estan clara-
ment localitzats en el cromofor. D’altra banda, aqui es proposa la segiient
explicaci6 per a I'absencia de desplagament cap al vermell de la mutant
S65T /H148E, en termes estructurals: com que no existeix una estructura
cristal-lina resolta per aquesta tltima mutant, no es pot assegurar la pro-
ximitat de la carrega negativa del glutamat a I’anell fenolic del cromofor.
Es més, es proposa que aquest glutamat estara apuntant, probablement,
fora de la cavitat de la proteina, pero en cap cas, enfrontant-se al cromo-
for. Aixo és absolutament imaginable si tenim en compte que, ja en la
mutant S65T/H148D, hi ha molta pressi6 entre I’Asp148 i el cromofor, aixi
que probablement no hi hagi espai per acomodar el grup CH, extra que
suposa la mutacié H148E.

5.2 Proteines Vermelles Fluorescents

En la linia de maximitzar ’aplicabilitat de les proteines fluorescents en bio-
medicina, cal explorar les possibilitats mutageniques de les REPs, properes
a la "finestra de transparencia"del teixit huma. Les proteines mNeptune i
mCardinal s’han situat en els tltims anys com a candidates molt prome-
tedores per a aquest fi. En aquest apartat es presenta l’estudi realitzat so-
bre les propietats espectrosopiques d’equilibri d’aquestes dues mutants,
que ens permetra escatir els detalls del funcionament de les mateixes, en
concret, posar nom i cognoms a les interaccions clau que determinen el
corriment cap al roig de les RFPs estudiades.

5.2.1 Metodologia

De la mateixa manera que ocorre amb les proteines verdes, per tal d’a-
nalitzar les causes estructurals que indueixen a canvis en les propietats
espectroscopiques de les RFPs, necessitem realitzar simulacions MD per
poder promitjar les propietats moleculars de les estructures obtingudes.
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FIGURA 5.8: Etiquetatge dels atoms en els cromofors de la
mNeptune i mCardinal. Els atoms sense etiqueta (amb els

seus parametres associats) es poden consultar a la bibliogra-
fia 162

Sistemes Model

Les estructures inicials s’han pres del PDB: codis 3IP27” (mNeptune) i 4OQW?*
(mCardinal). L’estructura 40QW conté un total de 8 cadenes de les quals
s’ha pres la primera. A més, aquesta estructura correspon a una mutacié
de la mCardinal on s’ha metilat una lisina per a facilitar la cristal-litzacié.
Com que les dades espectroscopiques van ser extretes de la mCardinal
sense tal mutacid, s’ha eliminat aquesta de I'estructura 40OQW. S’ha afegit
els atoms d’hidrogen altre cop amb el servidor PROPKA a pH 7,0. A con-
tinuaci6 s’ha solvatat cada proteina amb una caixa ctibica d’arestes de 71
A (mNeptune) i 73 A (mCardinal) de molecules explicites d’aigua (TIP3).
El recompte total d’atoms és de 38108 per la mNeptune i de 41408 per la
mCardinal. S’ha fet correr 400 passos d’optimitzacié sobre cada esructura
per a eliminar possibles contactes que puguin aparexier durant el procés
de solvatacié. El procés s’ha realitzat amb el prgramari CHARMM i el
camp de forces CHARMM?27. Per als parametres MM dels cromofors s’ha
utilitzat una versi6 dels ja publicats i utilitzats amb exit pel nostre grup an-
teriorment®'”? i que es basen en els parametres del Prof. W. Thiel pel cro-
mofor de la GFP1® La nova versi6 dels parametres utilitzada en aquesta
ocasi6 incorpora millores en la descripci6é del doble enllag addicional C=N.
Aquest refinament dels parametres s’ha calculat ajustant calculs QM sobre
la superficie d’energia potencial a nivell MP2. A la Taula5.1]es pot trobar
el valor d’aquests nous parametres on l'etiquetatge dels atoms segueix el
de la Figura 5.8l La resta de parametres (que no han estat modificats) es
poden trobar en la publicaci6 original de W. Thiel i col-laboradors.*>
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Tipus d’atom Carrega / au €/ kcalmol™"  Ryin/2 / A
N -0,8651 -0,09649 1,9352
CA1l 0,1339 -0,00043 2,0835

Enllac &k /kcalmol *A2 r /A

CA1-C1 376,10 1,4215

CA1-CB1 250,54 1,5610

CA1-N 539,04 1,3538

N-CL 414,93 1,3907

Angle ko / kcal mol™ rad™ 6, / graus

C1-CA1-CB1 126,02 114,822
C1-CA1-N 124,88 120,320
CA1-CB1-HB1 73,56 106,870
CA1-CB1-CG1 89,64 111,240
N2-C1-CA1 304,06 121,330
N3-C1-CA1l 456,96 122,670
N-CL-CAL 126,67 117,690
N-CL-OL 124,29 122,011
CA1-N-CL 47,10 146,309
CB1-CA1-N 112,31 122,005

Diedre ky / kcalmol™'rad™® n 0 / graus
X-CA1-C1-X 4,50 2 180,000

Torsi6 Impropia ky / kcal mol~! rad™ ¢, / graus
C1-CA1-N2-N3 60,37 -2,97
CA1-N-CB1-C1 103,33 -2,41

TAULA 5.1: Parametres refinats per al cromofor de les RFPs
mNeptune i mCardinal. La resta de parametres, préviament
publicats, es poden trobar a la bibliografia. 1%
L'etiquetatge dels atoms segueix el de la Figura5.8
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Simulacions de Dinamica Molecular

Les proteines vermelles presenten un cromofor anionic a 1’estat fonamen-
tal aixi que, al contrari que en el cas de les mutants dobles de la GFP es-
tudiades en la secci6 anterior, no s’espera haver de reproduir cap situaci6
d’un prot6é deslocalitzat. Per aquesta rad, una aproximacié MM al seu
moviment sera suficient. Les simulacions s’han realitzat amb condicions
periodiques de contorn (PBC) i prenent un temps d’integracié d’'1 fs. A
partir de les estructures minimitzades després de la solvataci6, s’ha escal-
fat el sistema fins a 300 K, seguint un escalat de 5 K per picosegon. Durant
aquest procés, s’ha mantingut una restricci6 harmonica al moviment de
I'esquelet de la proteina, que s’ha alliberat posteriorment i de forma gra-
dual, durant 80 ps. Finalment, s’ha equilibrat el sistema, ja lliure de tota
restriccid, durant 920 ps. Per a la fase de produccid, altre cop s’ha utilitzat
el metode presentat al Capitol 4 que, en un context MM, ens ha permes
acumular 100 ns de trajectoria per a cadascuna de les proteines.

Calculs Estatics

Per al calcul d’estats excitats a partir de les estructures obtingudes de les
simulacions MM-MD, s’ha utilitzat un context QM/MM. La part QM ha
estat el cromofor juntament amb alguns dels atoms dels residus limitrofs
al mateix, essent la resta atoms de la part MM. Per al calcul de l'energia
de la part QM s’ha utilitzat el metode TD-DFT amb el funcional CAM-
B3LYP i la base 6-31G(d,p) implementat en el programa Gaussian09. Per
a la part MM s’ha utilitzat el modul DL-POLY del programari ChemShell
amb el camp de forces CHARMM?27. La interacci6 QM/MM s’ha tractat
en el context EE, amb l’aproximaci6 link-atom i la correcci6 charge shift.

Per contrastar la correccié del metode TD-DFT en aquests sistemes s’han
fet calculs de referencia en un fotograma seleccionat utilitzant el metode
SOS-CIS(D)*¥ amb la base auxiliar RIMP2-cc-pVDZ, utilitzant el progra-
mari Qchem 4.3181

5.2.2 Resultats

Espectres d’Absorcié

Per al calcul dels espectres d’absorcié de les RFPs s’ha seguit una meto-
dologia similar a la de la secci6 anterior. S’ha pres una estructura cada
100 ps de dinamica (un total de 1000 estructures) i s’ha realitat un calcul
d’estats excitats nivell QM /MM sobre les mateixes. Llavors s’ha sumat la
contribucié de cada excitaci6 en base a la probabilitat de transici6 a aquell
estat. La histogramitzaci6 d’aquest sumatori ha portat a I’'obtencié dels
espectres d’absorcié de la mNeptune i mCardinal.
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FIGURA 5.9: Espectre d’absorci6 calculat a nivell QM /MM a
partir dels 1000 fotogrames extrets dels 100 ns de la simula-
ci6 MM-MD per a les proteines mNeptune (vermell) i mCar-
dinal (blau). Les etiquetes I i Il identifiquen els diferents pics.

Els espectres d’absorcié de la mNeptune i mCardinal es mostren a la Figu-
ra[5.9]i presenten dos pics. El pic més intens (Banda I) es troba a longituds
d’ona més llargues, amb maxims a 516 nm per la mNeptune i 528 nm per la
mCardinal. Els valors experimentals sén 600 nm i 604 nm pero en aquesta
zona de 'espectre, aquesta diferencia de ~75 nm es tradueix en uns ~0,3
eV, que és l'error tipic trobat pel TD-DFT/CAM-B3LYP en cromofors de
proteines fluorescents a la bibliografia especialitzada i que ja s’ha acusat
a la secci6 anterior. La banda menys intensa (Banda II) presenta el seu
maxim gairebé a la mateixa longitud d’ona per a les dues proteines (308
nm per a la mNeptune i 312 nm per a la mCardinal) i és de 1’ordre de 2,5
vegades menys intensa la primera. L'espectre d’absorcié experimental”
presenta dos pics de baixa intensitat a uns ~350 nm i ~375 nm, sense di-
ferencia entre les 2 proteines. Aquests dos pics podrien correspondre a la
Banda II, encara que aquesta és més intensa i definida en termes relatius
que la trobada experimentalment. Encara que la descripci6 de la Banda II
no és totalment satisfactoria, ’objectiu d’aquest apartat és ’analisi de 1'ex-
citaci6 associada a la Banda I, que efectivament queda ben descrita amb el
metode emprat. En aquest sentit s’ha de remarcar que la posici6 de la Ban-
da I per les dues proteines estudiades, tenint en compte les limitacions del
meétode, és prou bona com per poder confiar en la qualitat de les simulaci-
ons. Cal remarcar, particularment, la posici6 relativa de la Banda I per les
dues proteines: s’ha reproduit una diferencia de 12 nm mentre la diferen-
cia experimental és de 4 nm. Tenint en compte la complexitat del sistema
estudiat, es tracta d"un molt bon resultat qualitatiu que ens permetra fer
analisis comparatius entre les dues proteines.
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Naturalesa dels Estats Excitats

Per entendre la naturalesa de les excitacions que donen lloc a les dues ban-
des dels espectres d’absorci6 les mNeptune i mCardinal, ens cal realitzar
un analisi fi dels orbitals implicats. L'explicacié que segueix és valida per
a les dues mutants ja que contenen el mateix cromofor, i les excitacions
trobades per una i altra proteina sén molt similars. Un cop d’'ull gene-
ral a les excitacions que tenen lloc revela que existeixen 3 estats excitats
amb forces d’oscil-lador considerables i que, per tant, contribueixen més o
menys notablement a 1'espectre d’absorcié. La transicié més intensa (amb
forca d’oscil-lador f ~ 0,8) és essencialment una HOMO—LUMO, doncs
el determinant que descriu aquesta excitacié té un coeficient de ~ 0,7.

Les altres dues transicions sén menys intenses (amb forces d’oscil-lador
f~03if ~0,1respectivament). La primera, que també és la més ener-
getica (308-312 nm), correspon a una excitaci6 HOMO—LUMO-1 amb co-
eficient ~ 0,5 i la segona (~ 325 nm) correspon a una excitaci6 HOMO-
3—LUMO amb un coeficient de ~ 0,6. La resta d’estats excitats calculats
(7 dels 10 totals) tenen forces d’oscil-lador inferiors a 0,05 i, tot i que han
estat sumats a l'espectre d’absoric6 per correccié formal, hi han contribuit
molt pobrament aixi que seran considerats "estats foscosi no seran discu-
tits aqudi.

Es conegut que el TD-DFT pot convergir resultats erronis com a conse-
qiiencia de ’anomenat "error d’auto-interacci6"(SIE).1% Quan aquest feno-
men ocorre, convergeixen arrels esptiries normalment associades a estats
de transferéncia de carrega, que acostumen a tenir una forca d’oscil-lador
menyspreable. Encara que donada la baixa forga d’oscil-lador d’aquests
estats, el SIE no embrutaria el calcul de I'espectre d’absorci6, podria dur a
malinterpretacions en 1’analisi de les excitacions en termes d’orbitals mo-
leculars. Per assegurar que no ens trobem amb aquesta casuistica, s’ha se-
leccionat un fotograma representatiu de la simulacié MD de la mNeptune
i s’ha comparat els resultats TD-DFT amb els resultats d'un altre metode
on el SIE no pugui ocorrer.

Per a tal fi, s’ha triat el meétode scaled-opposite-spin CIS(D) (SOS-CIS(D)),
que és un metode referencial basat en funcié d’ona pero encara és assequi-
ble pel calcul en molecules de mida mitjana.*® Els resultats de tal compa-
raci6 es mostren a la Taula5.2

Els estats trobats a nivell TD-DFT i SOS-CIS(D) tenen una bona correlacié
tant a nivell del caracter de I’excitacié com a nivell de la forca d’oscil-lador.
Les discrepancies principalment es troben en les energies d’excitacid, en-
cara que es conserva una bona correlacié en la majoria dels casos. Aquest
resultat ens assegura que els estats trobats a nivell TD-DFT no pateixen
del SIE i que per tant poden ser tinguts en compte en els raonaments que
segueixen.

A fi i efecte de clarificar 1’analisi dels orbitals que participen en els estats
excitats, s’ha utilitzat els Orbitals Naturals de Transicié o Natural Transition
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TD-DFT/CAM-B3LYP SOS-CIS(D)
Estat Energia f Estat CIS Energia f
d’Excitaci6 / eV d’Excitaci6 / eV

1 2,3027 0,7847 * 1 1,6193 1,2855
2 2,7987 0,0002 6 2,6589 0,0007
3 2,9377 0,0028 2 2,5704 0,0229
4 3,5040 0,0063 mescla 7&8

5 3,5886 0,0198 3 3,5862 0,0475
6 3,7101 0,2858 * 4 3,5491 0,2904
7 3,8862 0,371 * 5 3,6554 0,1977
8 4,0994 0,0005 7 4,5759 0,0112
9 4,6953 0,0249 9 4,8445 0,0039
10 4,7183 0,0477 10 4,6085 0,1573

TAULA 5.2: Relaci6 dels estats TD-DFT amb els SOS-CIS(D).

Per a fer tal relacié s’ha analitzat els pesos i participacions

de cadascuna de les excitacions pels dos metodes, que no

es mostren aqui. Les excitacions marcades amb un asterisc

son aquelles que més contribueixen a les bandes de 'espec-
tre calculat.

Orbitals (NTOs). La transformacié que implica la obtencié d’aquests orbi-
tals simplifica la interpretaci6 de les excitacions quan aquestes tenen forca
components si s’expresen en funcié dels orbitals canonics ja que resulta en
’obtencié d'una sola (o unes poques) transicié(ns) des d"un orbital ocupat
a un altre de virtual (que seran combinaci6 lineal dels orbitals moleculars
canonics) ¥ S’ha obtingut els NTOs pel mateix fotograma seleccionat de
la mNeptune i aquests es mostren a la Figura

Com es pot observar, els NTOs que descriuen I'excitacié corresponent a la
Banda I estan deslocalitzats per tot el cromofor i mostren un desplacament
de carrega des de l’anell fenolic cap al fragment aciliminic del cromofor
(que conté el doble enllag C=N, caracteristic del cromofor de les RFPs).
Aquest comportament és similar a 1'observat en el cromofor de les GFPs,
on la densitat electronica es transferia de 1’anell fenolic al carboni metinic.
Aix0 suggereix que, a banda de rebaixar 1'energia d’excitaci6 situant un
grup donador d’electrons prop de I'anell fenolic (o una carrega negativa,
com en el cas de les GFPs), es podria aconseguir un desplacament cap al
vermell tot situant un grup atraient d’electrons a prop del fragment acili-
minic.

Hi ha dues excitacions corresponents a la Banda II, també mostrades en
base als NTOs calculats a la Figura Les dues excitacions son de lon-
gitud d’ona similars i intensitats comparables. Per tant, sota el que s’ha
etiquetat com a Banda II, probablement hi hagi en realitat dues bandes
que se solapen (es pot intuir un colze a la Banda II), i que cadascuna d’e-
lles correspongui a cadascuna de les excitacions mostrades. Obviament,
és temptador especular amb la possibilitat que aquestes dues excitacions
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FIGURA 5.10: Representaci6 de la part QM presa en els cal-

culs QM /MM i NTOs associats a les 3 transicions amb for-

ces d’oscil-lador considerables, amb la seva correspondeéencia
a les bandes de I'espectre d’absorci¢ de la mNeptune.
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FIGURA 5.11: Representaci6 de la part QM presa en els cal-

culs QM /MM i dels principals orbitals moleculars canonics

involucrats en les excitacions de la Banda I i II de la mNep-
tune.

corresponguin a les dues bandes de baixa intensitat trobades experimen-
talment, ja mencionades anteriorment.

Sovint s’ha suggerit des d’estudis experimentals que la inclusié del grup
aciliminic que comporta 'extensié de la conjugacié del cromofor de les
RFPs en un enllag C=N és la raé per la qual apareix el desplacament cap
al vermell de la banda d’absorcié, doncs comporta la desestabilitzaci6 de
I’'HOMO i l'estabilitzacié del LUMO. De nou, una descripci6 teorica d’alt
nivell pot ajudar a la comprensié d’aquest fenomen: en la seccié anteri-
or s’ha descrit I'excitaci6 fotoactiva en el cromofor de les GFPs com una
HOMO—LUMO, igual que en el cas que ens ocupa, de les RFPs. Ara
bé, si comparem la forma dels orbitals frontera de les GFPs de la Figura
amb els de les RFPs, mostrats a la Figura 5.11] podem veure com 1’or-
bital LUMO de les GFPs té una clara correspondencia amb el LUMO+1
de les RFPs, mentre 1’orbital HOMO es manté essencialment igual. Per
tant, I'excitaci6 HOMO—LUMO de les GFPs correspondria a 'excitaci6
HOMO—LUMO+1 de les RFPs, és a dir, a la principal excitaci6 present
a la Banda II. En altres paraules, sembla que la inclusié del grup C=N
en el cromofor de les RFPs no desplaga I'energia d’excitacié de la banda
d’absorcié de les GFPs substancialment, sin6 que fa apareixer una banda
nova, corresponent a un altre estat excitat, i que és la banda d’interes en les
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FIGURA 5.12: Espectres d’absorcié de les 5 proteines estu-

diades en aquest capitol: la wt-GFP (verd),es dues dobles

mutants S65T/H148D i E222Q/H148D (blau clar i lila res-

pectivament) i les RFPs mNeptune i mCardinal (vermell i
blau, respectivament).

RFPs. A més, a la Figura que mostra els espectres de les GFPs i de les
RFPs (i que és una combinacié de les Figures 5.41i[5.9), es pot comprovar
com la posici6 i intensitat de la Banda II de les RFPs calculades correspon
aproximadament amb la banda d’absorcié de la wt-GFP.

Una Nova Distribucié de Carregues

L’excitaci6 electronica, que naturalment implica una nova redistribuci6
dels electrons, comporta canvis en els enllagos quimics i, el que és més in-
teressant pel cas que ens ocupa, una nova distribuci6 de carregues. Aques-
ta nova distribuci6é de carregues pot tenir efectes importants en la manera
en com interacciona el cromofor amb els residus propers. A fi i efecte
de categoritzar els canvis en la distribuci6 de la densitat electronica en el
cromofor de les RFPs després de 'excitacid, s’ha realitzat un analisi de
carregues NBO'™ a partir d’un fotograma agafat a I'atzar perd que corres-
pongui a una estructura tipica de les obtingudes mitjangant la dinamica
MM. Els resultats es mostren a la Taula 5.3l

En termes de la redistribucié de carregues en cada secci6 del cromofor (I'a-
nalisi d’atom a atom s’ha obviat per ser poc clarificador), es pot observar
com la excitaci6é implica un drenatge de carrega de 1’anell fenolic que és
rebut no per l'anell imidazolinonic, sin6 pel grup aciliminic (que conté el
doble enllag C=N), caracteristic del cromofor de les RFPs. Aquest analisi
porta a pensar, aquest cop des d'un punt de vista quantitatiu, que la in-
teracci6 del grup aciliminic amb un grup atraient d’electrons fara baixar
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Grup/Atom QS Q6 AQ®
Fenol -0,61 -0,47 +0,15
Pont meti +0,20 +0,14 -0,06
Imidazolinona -0,45 -0,38 +0,08
Acilimina -0,20 -0,35 -0,14
Cua de metionina +0,07 +0,04 -0,02
O (fenol) -0,831 -0,771 +0,060
O (imidazolinona) -0,731 -0,698 +0,033
O (acilimina) -0,688 -0,703 -0,015

“ Les carregues es mostren en a.u.

TAULA 5.3: Carregues NBO en el cromofor de les RFPs per
'estat electronic fonamental i excitat corresponent a la Ban-
dal
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FIGURA 5.13: Representacié grafica del cromofor de les

RFPs on s’ha etiquetat els atoms a partir dels quals es defi-

neix l’angle tilt 7 (angle diedre format pels atoms a—f—~—9)
i twist ¢ (angle diedre format pels atoms 5 — v — 6 — ¢)

I'energia d’excitaci6. També confirma que l'acostament de grups electré-
donadors a prop de 1’anell fenolic tindra el mateix efecte.

Analisi de les Interaccions del Cromofor

Un dels parametres estructurals que modula la posicié de la longitud d’o-
na d’absorcié de les proteines fluorescents és el grau de planaritat del
cromofor. La perdua de planaritat del cromofor desestabilitza 1’estat fo-
namental respecte 1’excitat, tot disminuint 'energia d’excitaci6. En la bi-
bliografia especialitzada es defineixen dos angles, tilt (1) i twist (¢), per
descriure quantitativament la planaritat del cromofor. Per a una defini-
ci6 grafica dels angles anomenats, referiu-vos a la Figura L’analisi
d’aquests dos angles denota que, en els dos casos estudiats, el cromofor



5.2. Proteines Vermelles Fluorescents 71

-60 - .ﬂ

-60 -40 -20 40 60 -60 -40 -20
T/ degrees T/ degrees

60

¢ / degrees
o

FIGURA 5.14: Analisi de la planaritat del cromofor en les

simulacions de MD en termes de la distribuci6 dels angles 7

i ¢ per a la mNeptune (panell esquerra) i mCardinal (panell
dret).

manté la planaritat al amb valors voltant dels 0° (Figura 5.14). El valor
mitja per 1'angle 7 és de 0,57° per la mNeptune (estructura cristal-lina:
5,3°)1-1,9° per la mCardinal (estructura crital-lina: -7,8°). L'angle ¢, que
presenta una major dispersi6, té un valor mitja de -2,8° per la mNeptu-
ne (estructura cristal-lina: -9,4°) i de -11,0° per la mCardinal (estructura
cristal-lina: -11,0°). Aixi doncs, pel que fa a la planaritat del cromofor,
es pot afirmar que el cromofor de la mNeptune és més pla que el de la
mCardinal, i aixo pot tenir un efecte sobre la longitud d’ona d’absorcié.
La peérdua de planaritat del cromofor en la mCardinal fa que l'estat fona-
mental es desestabilitzi respecte 1'excitat, tot fent augmentar la longitud
d’ona d’absorci6.

D’altra banda, com indiquen els estudis experimentals de mutagenesi, la
mutacié que comporta més diferéncies entre la mNeptune i la mCardinal
és la Gly41GIn” La mKate original té una metionina a la posicié 41, que
és substituida per una glicina a la mNeptune. La gran diferéncia de vo-
lum entre els dos residus explica I'existéncia d’un forat a la mNeptune,
que és ocupat per una molecula d’aigua en l'estructura cristal-lina resolta
per rajos X. Se suposa que aquesta aigua interacciona simultaniament amb
I’oxigen pertanyent a I’enllag peptidic de la Phe62 (el justament anterior al
cromofor) i la Ser28, que es troba en una de les fulles-3 de la proteina.
Aquesta molécula d’aigua és considerada la responsable del corriment de
12 nm cap al vermell de la mNeptune respecte la mKate doncs la interac-
ci6 de pont d’hidrogen que es dona a la mNeptune entre 'aigua i la Phe62,
impossible en la mKate, estabilitza 1'excés de carrega negativa que rep el
grup aciliminic a I'estat excitat fotoactiu. En la mCardinal la Gly41 es subs-
titueix per una glutamina que interacciona alhora amb la Phe62 i la Thr28
(vegeu la Figura panell dret).

Sembla ser que I'oxigen de la Phe62 captura les possibles interaccions dels
grups atraients d’electrons que poden ajudar a estabilitzar 1’estat excitat



72 Capitol 5. Propietats Espectroscopies de les Proteines Fluorescents

4

Glyai T @
T

FIGURA 5.15: Panell esquerra: dibuix d"un fotograma repre-

sentatiu de la simulaci6 MD de la mNeptune. S’hi mostra

el cromofor, 'oxigen de la Phe62, la Gly41 i les aigties que

ocupen el forat que deixa aquesta tltima. Panell dret: di-

buix d"un fotograma representatiu de la simulacié MD de la

mCardinal. S’hi mostra el cromofor, la Gln41, I'oxigen de la
Phe62 il’aigua més propera al mateix.

fotoactiu que presenta un excés de carrega al grup aciliminic, situat just al
costat del propi oxigen. S’ha analitzat la distribucié de la distancia entre
'oxigen de la Phe62 ila Gly41 per la mNeptune i entre ’oxigen de la Phe62
i la GIn41 per la mCardinal (Figura 5.16). Com es pot observar, en el cas
de la mCardinal apareix una distribucié bimodal de distancies amb un
pic que integra aproximadament el 50% de 1'area total sobre els ~ 3 A i
I'altre sobre els ~ 4,5 A, fent pensar que en ocasions hi ha quelcom entre
la GIn41 i I'oxigen de la Phe62. Aquest quelcom és aigua. La distribuci6
de distancies de la Figura[5.16] per la mNeptune no mostra una interaccié
real, perd denota que hi ha un espai buit considerable entre la Gly41 i
I'oxigen de la Phe62. Com es pot veure a la Figura aquest espai esta
ocupat per molécules d’aigua. En definitiva, per la mNeptune, I’oxigen de
la Phe62 interacciona amb molecules d’aigua i, per la mCardinal, aquest
mateix oxigen interacciona o bé amb la Gly41 (aproximadament la meitat
del temps) o bé amb molécules d’aigua.

Arabé, com d’important és la interaccié amb l’aigua pels dos casos que ens
ocupen? Per poder respondre aquesta pregunta s’ha analitzat les esferes
de solvataci6 de 1’oxigen de la Phe62 tot calculant la funcié de distribuci6é
radial d’aquest atom per les molecules d’aigua més properes (Figura5.17).
Mentre que la distribuci6 de la primera i segona aigua més propera és molt
similar en les dues proteines, la diferencia principal que s’observa és en la
distribuci6 de la tercera aigua. En el cas de la mCardinal queda clar com
la tercera aigua gairebé no interacciona amb 1’oxigen de la Phe62, pero en
el cas de la mNeptune, es veu una certa interacci6 efectiva. La integraci6é
del les corbes fins a la primera esfera de solvataci6, déna un total de 2
aigiies per a lamCardinal i 2,2 aigiies per a la mNeptune. Aixo vol dir que
la mCardinal té, de mitjana, dues aigiies interaccionant amb 1’oxigen de la
Phe62 de manera estable mentre la mNeptune en té dues interaccionant de
manera estable i una tercera que interacciona amb aquest atom un 20% del
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FIGURA 5.16: Distribucié de distancies al llarg dels 100 ns
de simulaci6 MD. En blau es mostra la distancia entre 1"oxi-
gen de la Phe62 i el nitrogen de la Gly41 per la mCardinal i
en vermell la distancia entre el mateix oxigen i el C, per la
mNeptune.
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FIGURA 5.17: Estructura de solvataci6 de l'oxigen de la
Phe62 per a la mNeptune (panell esquerra) i la mCardinal
(panell dret). Es mostren les funcions de distribucié radial
per a les aigiies mes properes a 'oxigen de la Phe62 en cada

cas.
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temps. Recordem, emperd, que la mCardinal, a més de la interacci6 amb
les aigties, té una interacci6 (present un 50% del temps) amb la Gln41, aixi
que, de forma global, podem afirmar que 'excés de carrega rebut després
de 'excitaci6 en la mCardinal queda més estabilitzat que en la mNeptune,
fet que sembla causar el desitjat corriment cap al vermell.

En definitiva, s’ha identificat que l'excitaci6é corresponent a la Banda I de
I'espectre d’absorcié comporta un desplagament de la densitat electronica
des de l’anell fenolic del cromofor cap al grup aciliminic, aixi que s’ha
aconseguit explicar la diferencia entre les dues RFPs estudiades en base
a d’interacci6é d’aquest grup amb els residus o aigiies properes, sempre a
través de I'oxigen del residu Phe62.

5.3 Red Hot Chili Proteins: Proposta d’una Nova
RFP

El coneixement desenvolupat fins ara sobre les caracteristiques de 1'excita-
ci6 en les GFPs i les RFPs ens ha de permetre, finalment, comprendre com
funcionen aquests biosistemes per tal que puguem dissenyar noves mu-
tants amb caracteristiques obtingudes ad hoc. En aquest sentit, cal remar-
car que, sovint, la concepci6 de les técniques mutageniques experimentals
tenen un cert component aleatori. Es fan bancs de proves de proteines
mutades i es mesuren les seves propietats. En el nostre cas, gracies al
coneixement adquirit, podem reduir les possibles mutacions a provar tot
guiant-nos per la coneixenga de les caracteristiques espectroscopiques del
sistema, sabent que caldra fer un estudi seri6s sobre les mutants obtingu-
des per a poder concloure si s’ha aconseguit 1'efecte volgut. Com s’ha anat
repetint al llarg del treball, I'interés en les RFPs, des del punt de vista de
les aplicacions biomediques, és aconseguir desplagaments cap al roig de
les bandes d’absorci6 i emissié. Desplacar 1’absorcié cap al roig vol dir
reduir 1'energia entre els dos estats electronics i per aconseguir-ho, podem
desestabilitzar 'estat fonamental respecte 1'excitat o estabilitzar l'estat ex-
citat respecte el fonamental. Aquest comportament queda esquematitzat,
que no totalment representat, a la Figura5.18

5.3.1 Seleccio de Candidates

La primera part d’aquest capitol parlava de les GFPs i I'efecte d’una car-
rega negativa sobre la densitat de I’anell fenolic. Es concloia que la pro-
ximitat d’aquesta carrega feia augmentar la longitud d’ona d’absorci6 ja
que es desestabilitzava 1’estat fonamental respecte ’excitat. En el cas de
les RFPs, es donava l'altre opci6, 1'estabilitzacié de l’estat excitat respec-
te el fonamental. Com que 'excitaci6 transfereix densitat de carrega cap
al grup imidazolinonic, la proximitat a aquest d'un grup electré-atraient
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FIGURA 5.18: Esquematitzacié de les possibles estrategies

a seguir per aconseguir un desplacament cap al roig de la

longitud d’ona d’absorci6 en les FPs. Es mostra el cromofor

de les RFPs, pero qualitativament el cromofor de les GFPs és
equivalent.

(o directament carregat positivament), feia augmentar la longitud d’ona
d’absorci6 (Figura[5.18).

La mCardinal és, de les proteines estudiades, la que esta més desplacada
cap al roig aixi que la prendrem com a candidata sobre la qual proposarem
noves mutacions per encara aconseguir un desplagament major. Tenint en
compte el coneixement adquirit i I’entorn dels dos fragments objectius de
les mutacions (I’anell fenolici el grup aciliminic), que es mostren a la Taula
5.4] podem fer el segiient analisi sobre els mateixos:

e Interaccions amb el fragment aciliminic: Els residus candidats son
la Leul3, la GIn41 i la Ser64. La idea sera substituir els residus es-
mentats per d’altres que incrementin la carrega de I’atom interaccio-
nant per aix{ estabilitzar l'estat excitat i disminuir I’energia d’excita-
cio.

— Leul3: Al ser un residu de caracter alifatic, la leucina no interac-
ciona efectivament amb 1’oxigen de la Phe62, pero ocupa una
posici6 propera al mateix. Aixi doncs, la mutacié de la Leul3
per un aminoacid que pugui interaccionar amb la Phe62 segu-
rament tindra algun efecte en les propietats espectroscopiques
de la proteina. Es proposa la substituci6 de la Leul3 per una
asparagina (mutacié L13N), que és gairebé isosterica i a més
conté un grup NH,, susceptible d’interaccionar amb 1’oxigen de
la Phe62 i també la inclusié de una lisina (mutacié L13K) de
la qual esperarem una interacci6é encara major ja que conté un
grup carregat positivament (encara que és més voluminosa).

— GIn41: A la secci6 anterior s’ha demostrat com la interacci6 en-
tre el nitrogen de la GIn41 i l’oxigen de la Phe62 afecta notable-
ment a la longitud d’ona d’absorcié. Es proposa augmentar el
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Anell fenolic Grup aciliminic
Residu : Atom Distancia Residu : Atom Distancia
a l'oxigen fenolic (A) a l’oxigen aciliminic (A)

Thr60 : OG1 7,5 Leul3: CD1 3,6
Glu139: CD 10,1 (fora) GIn39 : NE2 5,3
Ala140 : CB 6,1 (fora) GIn40 : NE2 3,0
Thr141 : OG1 2,8 Cysé6l : SG 8,0 (fora)
Met158 : CE 3,7 Ser64 : OG 4,1
Argl95: CZ 8,0 GIn104 : NE2 5,8
Argl96: CZ 9,7 (fora) Tyr115 : OH 5,2
Leul97 : CG 5,7

TAULA 5.4: Relaci6 de residus més propers als fragments fe-

nolic i aciliminic del cromofor de la mCardinal amb les seves

distancies, preses de l'estructura cristal-lina resolta per rajos

X. L'etiquetatge dels atoms és el propi del camp de forces.

La indicacié "fora"significa que el residu en qiiestié apunta
en direcci6 oposada al cromofor.

caracter de carrega positiva del nitrogen interaccionant incloent
una lisina (que conté un grup —NHY) per fer la mutacié Q41K.
Cal apuntar que la lisina és un aminoacid més voluminés que
la glutamina, fet que pot tenir conseqiiencies en ’orientacié de
la primera en la mutant Q41K.

— Ser64: Encara que aquest aminoacid seria susceptible d’interac-
cionar amb el cromofor, la seva orientacié no és adequada per a
tal fi. Els aminoacids amb grups electr6-atraients o amb carrega
positiva sén voluminosos, aixi que la substituci6 de la Ser64 per
algun d’aquests aminoacids segurament no resultaria en cap in-
teracci6 efectiva.

o Interaccions amb el fragment fenolic: Els residus candidats son
la Thr141, la Met158 i la Thr60. La idea sera substituir els residus
esmentats per d’altres que trenquin la interaccié estabilitzant que
fan aquests residus amb el cromofor a l'estat fonamental per aixi
desestabilitzar-lo i disminuir 1'energia d’excitacio.

— Thr141: Aquest residu forma un pont d’hidrogen amb 1’oxigen
tenolic del cromofor aixi la substitucié de la treonina per una
valina (mutaci6é T141V), que és isosterica, perd no pot formar
pont d’hidrogen amb el fenolat del cromofor, podria causar un
efecte de desestabilitzaci6 de 1'estat fonamental.

— Met158: Aquest aminoacid ja és hidrofobic aixi que només la
substitucié del mateix per algun que tingui una carrega negati-
va podria desestabilitzar 1’estat fonamental. Un candidat seria
el glutamat (mutacié M158E).

— Thr60: La Thr60 reposa sobre el cromofor, aixi que la mutacié de



5.3. Red Hot Chili Proteins: Proposta d’'una Nova RFP 77

la mateixa per un residu carregat negativament podria desesta-
bilitzar 1'estat fonamental per la interacci6 de tal carrega nega-
tiva amb la densitat electronica de I’anell fenolic. La substitucié
d’aquest residu per un aspartat per a crear la mutant T60D po-
dria ser valida per a tal fi.

Metodologia

Per tal de comprovar l'efecte que causarien les mutacions anteriorment
proposades en l'espectre d’absorcié de la proteina, cal calcular els espec-
tres corresponents a les mateixes en un context similar al seguit en aquest
capitol.

Aixi doncs, s’ha realitzat les mutacions proposades sobre 1'estructura cris-
tal-lografica resolta per rajos X de la mCardinal utilitzant el programa Chi-
mera i, sobre totes elles, s’ha aplicat el mateix protocol de solvatacio, es-
calfament i equilibratge seguit en I'apartat de metodologia de la seccié
anterior (secci6 5.2.1)).

Pel que fa a la produccié, i donada la gran quantitat de casos a tractar i
els recursos computacionals disponibles, s’ha propagat 10 ns de simula-
ci6 MM per a cada cas. Un eventual estudi en profunditat d’alguna de
les mutants comportara una major exploracié de 1’espai conformacional
d’algunes proteines, tot utilitzant el metode task farming a partir d’aquesta
simulaci6é dinamica primigeénia, per a aquelles mutants més prometedores.

A ligual que en el casos tractats en la seccié anterior, per al calcul d’es-
tats excitats a partir de les estructures obtingudes de les simulacions MM-
MD, s’ha utilitzat un context QM/MM. La part QM ha estat el cromofor
juntament amb alguns dels atoms dels residus limitrofs al mateix, essent
la resta, atoms de la part MM. Per al calcul de I'energia de la part QM
s’ha utilitzat el metode TD-DFT amb el funcional CAM-B3LYP i la base
6-31G(d,p) implementat en el programa Gaussian09. Per a la part MM s’-
ha utilitzat el modul DL-POLY del programari Chemhell amb el camp de
forces CHARMMZ27. La interaccié QM /MM s’ha tractat en el context EE,
amb l'aproximaci6 link-atom i la correcci6 charge shift.

A fiiefecte d’explorar el rendiment dels metodes semiempirics en aquests
sistemes, també s’ha repetit els calculs fent servir el metode OM2 per a la
part QM. En aquest context s’ha recalculat els espectres a nivell CIS-OM2,
CISD-OM2 i CISDT-OM2.

5.3.2 Resultats

Els espectres d’absorci6 calculats per a les mutants proposades es mostren
a la Figura Els maxims dels pics de la Banda I corresponent a cada
mutant es poden trobar a la Taula Aquests resultats grafics i numerics
denoten com, de totes les mutants proposades, les tiniques que presenten
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FIGURA 5.19: Espectre d’absorci6é calculat per a les mu-

tants proposades. S’ha utilitzat una convolucié amb funci-

ons gaussianes per reduir el soroll estadistic amb una w=10
nm.

Proteina CAM-B3LYP/TD-DFT CIS-OM2 CISD-OM2 CISDT-OM2

mCardinal 516,4 419,9 458,2 525,3
L13N 527,8 424 4 465,3 527,0
L13K 509,9 433,7 471,0 526,3
T141V 512,7 423,5 449,2 514,0

M158E 519,7 418,4 455,6 506,2
Q41K 495,5 416,6 451,5 510,7

Longituds d’ona d’absorcio mostraden en nm

TAULA 5.5: Maxims de les longituds d’ona d’absorcié per a
cadascuna de les mutants estudiades i per a cada metode de
calcul emprat.

desplacament cap al vermell sén la M158E i la L13N, essent aquesta tiltima
la millor candidata (doncs la mutant M158E presenta un desplacament
molt suau).

A aquestes alcades del treball, el lector ja haura pogut intuir que les protei-
nes fluorescents, sén foto-biosistemes extremadament complicats. L’anali-
si en profunditat del comportament trobat a les GFPs (secci65.]) i les RFPs
(secci6 B.2)), s'ha realitzat per a poder crear (amb un éxit notable, cal afe-
gir) un coneixement ferm sobre els factors que influencien en la longitud
d’ona d’absorci6 les proteines fluorescents. En la seccié que ens ocupa,
emper0, I'objectiu és proposar una o diverses mutants que presentin un
desplacament cap al roig addicional al que mostra la mCardinal. Es evi-
dent que hi ha raons estructurals rere el fet que la majoria de mutants no
presentin desplacament cap al roig, pero s’evadeix aquesta discussié per
no ser 'objectiu del present apartat. A més, un analisi detallat de totes i
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cadascuna de les mutants, dut a terme al nivell del realitzat per la mNep-
tune 1 mCardinal es fa del tot inviable i esta fora de lloc, doncs només
estariem parlant d’estructures hipotétiques, de les quals no hi ha dades
experimentals. Amb aix0, es pot afirmar que molt probablement, les mu-
tacions proposades no hagin tingut 'efecte esperat, o n’hagin comportat
d’addicionals que hagin anul-lat I'efecte conegut i racionalitzat en 1’apar-
tat anterior, sense perjudici del mateix. Aixi doncs, a continuacié només es
discutiran els casos que han resultat positius: les mutants M158E i L13N.

La mutacié M158E, que pretenia desestabilitzar ’estat fonamental respec-
te 1’excitat tot situant una carrega negativa a prop de l’anell fenolic del
cromofor ha resultat en un timid efecte de 3 nm. Encara que aquest des-
placament és molt petit i s’entén que pot no ser significatiu per estar dins
'error del metode, cal presentar la mutant M158E com a possible candi-
data. La ra6 del poc efecte aconseguit sembla ser que la carrega negativa
del Glul58 es situa a una distancia mitjana de ~ 6 A de I’anell fenolic del
cromofor.

La mutacié més prometedora en base a l'efecte aconseguit respecte 1'es-
pectre d’absorci6 de la proteina (que en aquest cas comporta un despla-
cament cap al roig d’11 nm) és la L13N. Recordem que la mutacié L13N
s’havia proposat a fi i efecte d’afegir una interaccié addicional entre 1'o-
xigen de la Phe62 (que és un ancoratge per estabilitzar 'excés de densitat
electronica rebuda a 1’estat excitat fotoactiu pel grup imidazolinonic) i un
grup electré-atraient, a part de la ja existent interaccié entre tal oxigen
i la GIn41. Efectivament, durant el procés d’equilibratge, el nitrogen de
1’Asn13 forma una interacci6 efectiva amb 1’oxigen de la Phe62 que tanma-
teix no afecta a la interaccié del mateix oxigen amb la GIn41. Aixi doncs,
com que s’introdueix una nova interacci6 estabilitzant de 1'estat excitat i
que, a més, no trenca les interaccions previament existents, s’aconsegueix
una nova mutant encara més desplacada cap al roig. Val a dir que, per
al lector no especialitzat, desplacaments de 3 nm o 11 nm poden semblar
irrisoris pero cal tenir en compte que en la comunitat cientifica especia-
litzada en la recerca en proteines fluorescents, aquests soén resultats molt
prometedors (especialment el corresponent a la L13N): el sonat descobri-
ment de la mNeptune suposava un corriment cap al vermell de només 15
nm respecte la mKate i la mCardinal, que també va suposar un nou aveng
important, presenta un desplacament addicional de només 4 nm respec-
te la mNeptune. Aixi doncs, possibles desplacaments de 3 nm i 11 nm
respecte la mCardinal poden suposar, altre cop, avengos importants.

El Métode OM2

Com a afegit al treball presentat i per tal de comprovar com de bé poden
descriure els espectres d’absorcié els metodes semiempirics, s’ha recalcu-
lat els espectres a nivell QM/MM on la part QM s’ha calculat amb els
metodes CIS-OM2, CISD-OM2 i CISDT-OM2. El calcul CISDTQ-OM2 ha
estat inviable doncs les maquines utilitzades no disposen de la memoria
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FIGURA 5.20: Espectre d’absorci6 calculat per a les mutants

proposades amb els metodes OM2 (CIS, CISD i CISDT), on

també s’hi inclouen els espectres calculats a nivell TD-DFT.

S’ha utilitzat una convolucié amb funcions gaussianes per
reduir el soroll estadistic amb una w=10 nm.
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necessaria per tenir en compte les excitacions quadruples amb l'espai ac-
tiu triat, que ha estat de 20 electrons en 20 orbitals (10 d’ocupats i 10 de
virtuals).

La motivaci6é d’aquests calculs, i amb la previsi6 futura d’utilitzar la mu-
tagenesi in silico de forma més extensiva, és obtenir un metode més barat
que el TD-DFT pero comparable a nivell dels resultats obtinguts i que, per
tant, permeti una prospeccié molt més rapida, abans d’escollir les mutants
prometedores sobre les quals realitzar els calculs d’alt nivell TD-DFT. No-
més per tenir una idea del que pot suposar aixo6 a nivell del cost computa-
cional, cal tenir en compte que un calcul QM /MM a nivell TD-DFT per al
cromofor pres triga de I’ordre de 10 hores de CPU, mentre el mateix calcul
CIS-OM2 (amb l'espai actiu especificat) trigara de 1’ordre de 3 segons. Els
casos intermedis, el CISD-OM2 i el CISDT-OM2, trigaran de 'ordre de 8
segons o 10 minuts, respectivament.

A la Figura[5.20]i a la Taula 5.5l es poden observar els resultats. Es fa evi-
dent que els metodes CIS-OM2 i CISD-OM2 infravaloren la longitud d’ona
d’absorcié de manera flagrant. Amb aix0, el metode CISDT-OM2 resulta
donar una correspondeéncia acceptable amb els resultats TD-DFT tant a ni-
vell de la forma com de la posicié de la banda i, per tant, es postula com
a candidat per a ser utilitzat en exploracions mutageniques futures ja que,
recordem, és de 1’ordre de ~ 60 vegades més rapid que el TD-DFT.

5.4 Conclusions Parcials

Arribats a aquest punt del treball, és convenient recapitular el coneixe-
ment presentat per a poder extreure unes conclusions parcials del resultats
obtinguts, que es classificaran en conclusions metodologiques i conclusi-
ons quimiques.

Conclusions Metodologiques

o El metode task-farming presentat al Capitol 4 ha permes I'obtencié
de dinamiques tant a nivell QM /MM com a nivell MM de longitud
considerable en un temps raonable que ens han permeés reproduir
espectres d’absorcié. Naturalment, no permet extreure conclusions
sobre I'evolucié temporal del sistema més enlla del temps d’integra-
ci6 de cadascuna de les dinamiques que formen 1’eixam, pero aixo
no té cap rellevancia si es considera que el sistema esta equilibrat
quan comenga la fase de produccié (suposicié assumida en qualse-
vol simulacié MD).

e E]l meétode OM3 descriu satisfactdoriament l’estat fonamental de les
proteines fluorescents i, tot i que tendeix a sobreestimar la forca de
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la interaccié de pont d’hidrogen, ha permes la integracié de dina-
miques amb interaccions de pont d’hidrogen curts, reproduint-ne
l'estrcutura satisfactoriament.

Les simulacions dinamiques presentades han reproduit satisfactori-
ament les dades experimentals, tan a nivell qualitatiu com quanti-
tatiu, fet que ens ha permés extreure conclusions quimiques. El fet
que aquestes dinamiques no estiguin condicionades per res que no
sigui el propi métode de calcul i el sistema model triat, ens permet
afirmar que aquests dos elements han aconseguit capturar la fisica
del problema.

Els parametres MM desenvolupats per al cromofor de les RFPs han
aconseguit donar una bona descripcié del moviment del mateix en
'entorn proteic.

El meétode TD-DFT amb el funcional CAM-B3LYDP, tot i les conegudes
limitacions que presenta, ha proporcionat una descripci6 satisfacto-
ria de les longituds d’ona d’absorci6 i del tipus d’excitacié trobades
en temps de calcul raonables, fet que el fa postular-se com a metode
de referencia per al tipus de calculs realitzats en aquest apartat.

El metode TD-DFT amb el funcional CAM-B3LYP no presenta SIE en
els cromofors de les RFPs estudiades

El metode TD-DFT amb el funcional CAM-B3LYP és sensible als pe-
tits canvis estructurals que es donen entre les diferents proteines, es-
sent capag de reproduir (fins hi tot quantitativament, en certa mesu-
ra) petites diferencies experimentals trobades entre les mateixes.

El metode CISDT-OM2 per al calcul d’estats excitats és un bon can-
didat pera ser utilitzat com a metode exploratori de baix cost, ja que
dona uns resultats comparables als del TD-DFT, en un temps de cal-
cul molt inferior.

Conclusions Quimiques

e [’excitacié que porta a I’estat excitat fotoactiu en la wt-GFP i les se-

ves mutants S65T/H148D i E222QQ/H148D (i previsiblement a totes
aquelles que comparteixin el mateix cromofor) comporta el drenatge
de densitat electronica de ’anell fenolic a favor del pont metinic.

Es prediu que la doble mutant E222Q/H148D té un cromofor que
es troba lleugerament desviat de la planaritat i que aquest manté
una interacci6 estable en el temps amb el residu Asp148. A més, es
prediu que aquesta interacci6 sera lleugerament menys intensa que
en el cas de la mutant S65T /H148D, encara que continuara essent
una interaccié de pont d’hidrogen curt amb un proté deslocalitzat.
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e Al contrari del que es pensava, la proximitat de la carrega negativa
de l'aspartat a I’anell fenolic del cromofor és la causant del despla-
cament cap al roig de les mutants de la GFP estudiades. A més, hi
ha una correlaci6 directa entre la distancia a la qual es situa aquesta
carrega i la longitud d’ona s’absorcié (a menys distancia, més des-
plagament cap al roig).

e L'excitacié que porta a l'estat excitat fotoactiu en les RFPs mNeptu-
ne i mCardinal (i previsiblement a totes aquelles que comparteixin
el mateix cromofor) comporta el drenatge de densitat electronica de
I’anell fenolic a favor del grup aciliminic.

e La inclusi6 del grup aciliminic (amb el doble enllag C=N) de les mu-
tants RFPs no fa desplacar substancialment la banda original de les
GFPs si no que en fa apareixer una altra de nova. S’ha demostrat
com l’excitacié de la Banda II de l'espectre calculat per a les RFPs

es correspon qualitativament a 1’excitacié corresponent a la Banda A
trobada en les GFPs.

e Un possible bon punt d’ancoratge per a capturar interaccions del
grup aciliminic amb grups electré6-donadors és I'oxigen de la Phe62.

e La diferencia entre les longituds d’ona d’absorcié entre la mNeptune
ila mCardinal és que, en la segona, hi ha una interacci6 efectiva entre
I'oxigen de la Phe62 i la GIn41, que estabilitza 1’excés de densitat
electronica del grup aciliminic a 1’estat excitat.

e L'estabilitzaci6 de 'estat excitat per I’acostament de grups electré-
atraients prop del grup aciliminic del cromofor o la desestabilitzacié
de l'estat fonamental per l'acostament de grups electr6-donadors a
I’anell fenolic del cromofor, produeixen un desplacament cap al roig

(Figura5.18).

e Es proposen les mutants M158E-mCardinal i L13N-mCardinal (es-
pecialment aquesta dltima) com a noves proteines vermelles fluo-
rescents capaces d’absorbir a la "finestra de transparéncia“encara en
una zona més desplagada cap al roig que la propia mCardinal.

Els resultats presentats en aquest capitol han donat lloc a dues publicaci-
ons, més una tercera que esta en procés de redaccio:

e P. Armengol, R. Gelabert, M. Moreno, J.M. Lluch "New Insights into
the Structure-Spectrum relationship in S65T/H148D and E222Q /H148D
Green Fluorescent Protein mutants. A theoretical assessment", Org.
Biomol. Chem. 12(48):9845-9852, 2014.1%>

e P. Armengol, R. Gelabert, M. Moreno, ].M. Lluch Chromophore in-
teractions leading to different absorption spectra in mNeptunel and
mCardinal red fluorescent proteins", Phys. Chem. Chem. Phys. 18(25):16964-
16976, 201615
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e P. Armengol, R. Gelabert, M. Moreno, ].M. Lluch "Redder than Blo-
od: Rational Design of a Red Fluorescent Protein Absorbing in the
Mammalian Tissue Transparency Window- en redaccié.
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6 Desxifrant la Pedra Rosetta

En el present capitol s’explicaran els resultats obtinguts respecte la doble
mutant S65T /H148D-GFP. Com s’ha explicat a la Introducci6, es plante-
ja un estudi complert i exhaustiu d’aquesta doble mutant, que representa
un cas "senzilli paradigmatic de les proteines fluorescents i que sera uti-
litzada com a clau per desxifrar el funcionament general de les proteines
fluorescents.

6.1 Metodologia

Per tal d’estudiar la complexitat de la proteina S65T /H148D, s’ha utilitzat
una gran varietat de metodes ja explicats amb anterioritat, prenent com a
sistema model el mateix utilitzat en el Capitol 5, aixi que es remet al mateix
per als detalls sobre el model utilitzat. En aquesta secci6 es donaran els
detalls computacionals dels calculs especifics realitzats per aquest sistema.

Calculs Estatics

Els calculs estatics s’han realitzat en contextos QM i QM /MM, depenent
del cas. Les energies i gradients dels estats fonamental i excitat per als cal-
culs QM s’han obtingut amb els metodes DFT i TD-DFT, respectivament,
utilitzant el funcional CAM-B3LYP i la base 6-31G(d,p), implementats en
el programari Gaussian09. Els calculs QM /MM s’han realitzat utilitzant la
interficie ChemShell on la part QM s’ha calculat de la mateixa manera que
la descrita anteriorment i la part MM s’ha calculat amb el programa DL-
POLY, utilitzant el camp de forces CHARMM?27. La part QM consta dels
atoms del cromofor, I’Asp148 i algun dels atoms dels residus més propers.
La interacci6 QM /MM s’ha tractat amb I’aproximaci6 link-atom/charge-shift
en un context d’EE.

Calculs Dinamics

En aquest capitol, s’ha realitzat 3 classes de calculs de dinamica: simulaci-
ons QM/MM-MD a l'estat fonamental, simulacions QM/MM-MD en un
context no adiabatic (partint de 1'estat excitat fotoactiu) i simulacions de
QD. La simulacié QM /MM-MD de l’estat fonamental utilitzada és la ma-
teixa presentada en el Capitol 5, apartat 5.1, aixi que referiu-vos alla per
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a més detalls. Per a les simulacions de QD s’ha utilitzat la representaci6
sync-DVR de Colbert i Miller descrita a l'apartat 2.2.2, utilitzant 50 punts
com a base i s’ha verificat la convergencia del calcul.

Per a la simulacié no adiabatica, que pretén simular els processos quimics
que tenen lloc després de 'excitacid, cal un paquet d’estructures inicials
que estiguin ja en equilibri a I'estat fonamental, doncs no tindria cap sen-
tit equilibrar el sistema a l'estat excitat, ja que precisament el que es bus-
ca és simular els processos fora de l’equilibri que ocorren en el mateix.
Per a fer tal cosa, s’ha emprat la simulaci6 QM /MM de l'estat fonamental
(OM3/CHARMM27?) presentada al Capitol 5: per representar una mostra
del sistema en una distribucié d’equilibri a 300 K, s’ha pres aleatoriament
un reguitzell de fotogrames d’aquesta trajectoria (un total de 350) i s’han
propagat a l'estat excitat, prenent com a punt inicial per a la dinamica
classica les posicions i velocitats corresponents a cada fotograma. Per a
la integraci6 de la dinamica no adiabatica a I’estat excitat s’ha definit una
zona activa de 20 A de radi a partir del centre de la gota i la resta s’ha
mantingut fix.

Per al calcul d’energies i gradients de les simulacions no adiabatiques s’ha
utilitzat un context QM /MM on el metode QM emprat ha estat una expan-
si6 multireferencial fins a dobles excitacions del metode OM2 (MRCISD-
OM2). Aquest metode ha descrit amb éxit notable processos no adiabatics
en sistemes de mida reduida, tant a nivell QM com QM /MM 11812l S’"han
pres 3 referéncies i han estat la corresponent a la capa tancada, la de la
monoexcitaci6 HOMO-LUMO i la de biexcitaci6 HOMO-LUMO. Cal re-
cordar que els orbitals HOMO i LUMO s6n els involucrats en 'excitaci6
que porta a l’estat excitat fotoactiu. L’espai actiu que s’ha considerat per a
les excitacions electroniques consta de 8 orbitals ocupats i 10 de virtuals,
ossia 10 electrons en 18 orbitals. Per a la part MM s’ha utilitzat el camp de
forces CHARMM?27.

Les trajectories a l'estat excitat s’han propagat en un context no adiabatic
fent servir el metode surface hopping amb 1’algoritme FSA, que s’ha activat
només per a situacions on la diferéncia d’energia entre els estats d’interés
ha estat inferior a 10 kcal/mol (suposant, aixi, que la probabilitat de tran-
sicié entre estats quan aquests es troben a una separacié major és menys-
preable) i on també s’ha inclos la correccié de decoherencia proposada per
Granucci et al.**” S'ha utilitzat un temps d’integraci6 d’1 fs pel moviment
nuclear i de 0,0025 fs pel moviment electronic. En una simulacié dinamica
on el calcul de I'energia electronica esta sotmés a la composicié d'un es-
pai actiu, i donat que durant la mateixa les configuracions nuclears poden
canviar notablement, 1’espai actiu en qiiestié també pot patir modifica-
cions drastiques. Una discontinuitat en l'espai actiu pot portar a canvis
sobtats en 1'energia i el gradient tot donant lloc a situacions no fisiques.
Per sobrevenir aquest problema, s’ha utilitzat el métode de passos d’inte-
gracié adaptatius desenvolupat per Spoerkel et al. i que ha estat provat
en el cromofor de la GFP en soluci6é aquosa.’™ Aquest metode adapta el
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pas d’integracié en funci6 de la curvatura de la PES, tot reduint-lo al pas-
sar per zones conflictives on hi hagi canvis notables en la composici6é de
'espai actiu, fet que fa augmentar sensiblement 1'efectivitat del metode.
Del total de 350 trajectories a 1'estat excitat, que han estat propagades du-
rant 1,5 ps, només 22 han acabat en algun error degut a la convergencia
de la part QM, és a dir que hi ha hagut una supervivencia del 93,7%. Tota
aquesta metodologia ha estat implementada durant el desenvolupament
d’aquesta tesi en una versi6é de desenvolupament del ChemShell, en estre-
ta col-laboracié amb el grup de recerca de Prof. W.Thiel del Max-Planck
Institut fiir Kohlenforschung.

6.2 La Factibilitat de la ESPT

Les dades experimentals disponibles per a la doble mutant S65T /H148D
exposades a la introduccié d’aquesta tesi, poden ser explicades en base a
les segiients assumpcions: (1) que el procés de transferencia protonica en-
tre el cromofor i 1’Asp148 no és favorable a l'estat fonamental, (2) que la
fotoexcitacié del cromofor resulta en un gran guany d’acidesa del mateix
que (3) fa esdevenir favorable I’anomenada transferencia que a més (4) és
sense barrera. Aquestes assumpcions explicarien el sobtat creixement de
la senyal de fluorescencia (< 50 fs) de la banda I* sense efecte cinetic d'i-
sotop mesurable. A més, la manca d’evoluci6é del mode associat al grup
carboxilic de 1’Asp148 denotaria un proté altament deslocalitzat ja a 1’estat
fonamental. Amb les eines tedriques i computacionals de les quals dispo-
sem, podem comprovar la veracitat (o no) d’aquestes assumpcions.

6.2.1 Perfils Estatics

Gran part de l'explicaci6é proposada per a la fotoquimica de la S65T /H148D
recau en el suposat gran guany d’acidesa del cromofor a l'estat excitat.
Aquest guany d’acidesa hauria d’estabilitzar el minim d’energia potenci-
al del fotoproducte respecte la forma neutre del cromofor, que és la que
s’associa a la banda A. Tenint en compte la redistribuci6 electronica que
té lloc (recordem el drenatge de densitat electronica de 1’anell fenolic), la
visi6 qualitativa del guany d’acidesa del prot6 fenolic del cromofor és as-
sumible pero, en quina mesura? Per mitja de calculs teorics, Scharnagl i
Raupp-Kossmann van estimar que la caiguda de pK, de 'HBDI (el cromo-
for de la GFP lliure en solucid) seria d’unes 8 unitats, anant des de 8,3 a
l’estat fonamental a 0,1 a l’estat excitat.>® Tenint en compte que el pK, de
l’aspartat en soluci6 és de 3,7,'¥ la transferéncia és imaginable.

S’ha calculat perfils per a la transferencia protonica a nivell QM /MM par-
tint de l'estructura cristal-lina del PDB i de l'estructura optimitzada a ni-
vell DFT/CHARMM?27 (vegueu Figura [6.I). Com es pot observar, ni a
l'estructura cristal-lina ni a 1'optimitzada a nivell DFT/CHARMM?27 es
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FIGURA 6.1: Perfils d’energia potencial per a la transferen-
cia protonica per a la mutant S65T/H148D-GFP per a dife-
rents estats electronics a nivell TD-DFT/CHARMM?27. Es-
querra: Perfil realitzat a partir de I'estructura cristal-lina del
PDB pero en el model de solvataci6 QM /MM explicat. S'hi
mostra l'estat fonamental (Sp) i els primers 3 estats excitats
(S1, S2 1 S3, essent el segon 1'estat fotoactiu (etiquetat com a
mr*). Dreta: Perfil realitzat a partir de l'estructura optimitza-
da a I’estat fonamental a nivell QM /MM. S’hi mostra l'estat
fonamental, Sy, i l'estat fotoactiu, S; en aquest cas (etique-
tat com a w7*). Per tal de facilitar la comparacid, en linies
puntejades, també s’ha representat els estats corresponents
de l'estructura cristal-lina del PDB.
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pot apreciar la formacié d"un fotoproducte a 'estat excitat. A més, el mi-
nim d’energia potencial de l'estat fonamental esta ben localitzat a la forma
neutra, fet que tampoc permetria explicar la suposada deslocalitzacié del
proté. Toti aix0, es pot veure un cert guany de 'anharmonicitat en el perfil
corresponent a l’estructura optimitzada, tot i que encara no seria suficient
per explicar el comportament observat per Stoner-Ma et al. Aixi doncs,
una descripcié purament estatica del problema no és suficient per explicar
una transferencia que sembla tenir lloc, com indiquen totes les dades ex-
perimentals. Per tant, aquests resultats indiquen que la suposicié del gran
guany d’acidesa del cromofor a l'estat excitat que donaria una transferen-
cia intrinsecament lligada al mateix perd forca, a favor d’una visi6é més
completa on probablement 1’entorn proteic hi jugui un paper important.
Amb tot, abans de continuar, cal analitzar criticament la hipotesis del gran
guany d’acidesa, invocada tant sovint pels grups experimentals.

6.2.2 L’Acidesa del Cromofor, a Prova

Scharnagl i Raupp-Kossmann van determinar el pK} del cromofor de la
GFP lliure (HBDI) en soluci6 per mitja de calculs teorics de caire termodi-
namic.>* En aquest punt cal recordar el significat del pK,, que es defineix
com el logaritme en base 10 de la constant d’equilibri de la dissociacié
d’un acid en aigua, canviat de signe. Aixi doncs, de manera estricta, par-
lar de pK, implica parlar d’equilibri termodinamic i sempre de 1'especie
en qliesti6 amb l'aigua. Per tant, I'extrapolacié d'un valor termodinamic
de reacci6 amb l'aigua per a intentar definir una propietat fora de I'equili-
bri entre un parell acid/base (la transferencia del prot6 entre el cromofor
i 'aspartat) ja és, en si, formalment incorrecta. Amb aix0, tot i assumir
aquest fet, hi ha altres problemes amb ’assumpcié que valor calculat per
Scharnagl i Raupp-Kossmann respecte 'HBDI en soluci6 sigui valid pel
cromofor dins de la proteina. En el seu desenvolupament, Scharnagl i
Raupp-Kossmann van derivar la segiient expressi6 per a la diferencia de
pK, entre I'estat fonamental i I’excitat:

pK; — pK, = ApK] + AApK? 6.1)
on
* 1 * *
ApK; = m[AEA — AERy] (6.2)
1 BAAEX
AAPKS = (2" 4o (6.3)

_ ] _
RTIn10  (PAAFanY,
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Estat de Experiment CISD/AMI1 TDDFT/CAM-B3LYP

Protonaci6 (aigua) (aigua)®  (aigua)’ (aigua)* (prot.)?
neutre 368 ,3708 323 332 388 408
anionic 425f 42683 ,428° 389 388 436 447

2 Ref53; b Estructura optimitzada a l’estat fonamental, dissolvent introduit
a nivell PCM; ¢ Estructura no relaxada (només del cromofor) presa del
PDB (ID: 2DUF), dissolvent introduit a nivell PCM; ¢ Calcul QM /MM
sobre l'estructura del PDB (ID: 2DUF) amb aigiies explicites; ¢ Ref [190;
f Ref27; 8 Ref[191

TAULA 6.1: Longituds d’ona d’absorcié (en nm) de la forma
neutre i anionica de 'HBDI en aigua i del cromofor en la
doble mutant S65T /H148D

L’equaci6 [6.2 representa la diferencia en les energies d’excitaci6 pel cro-
mofor anionic i neutre mesurada al seu minim corresponent de l'estat fo-
namental i I'equaciél6.3]quantifica les contribucions degudes a les diferén-
cies en les energies d’excitacié del cromofor anionic i neutre en les seves
zones configuracionals accessibles i essencialment aporta les correccions
entropiques al pK;. Donada la gran quantitat de calculs necessaris per ob-
tenir els valors mitjos de 1’equaci6[6.3] la metodologia emprada pel calcul
dels termes de 1’equacié[6.Jlimplica d"utilitzaci6 del semiempiric AM1 per
’obtencié d’energies electroniques, tot introduint els efectes de solvatacié
per mitja de metodes de solvent continu (PCM). Les energies d’excitacio
foren determinades com a la diferéncia entre la primera i segona arrel de
I'expansi6 de la matriu CI usant el metode AM1.

L’'tas del metode AM1 per a calcular les energies d’excitacié de les equaci-
ons [6.1]1 6.3 presenta certs problemes, ja que aquest metode fou parame-
tritzat per a l'estat fonamental, a més de no incorporar correccions d’or-
togonalitzaci6, que milloren notablement la descripci6 energetica dels or-
bitals virtuals (i que si que incorporen els metodes OMXx). Si bé és cert
que en l'equacié [6.3|aquestes energies apareixen com a part d"una fraccié
de valors mitjos (fet que podria comportar una certa cancel-laci6 d’errors
sistematics), en 1’equaci6 6.2l aquest errors poden tenir efectes desastrosos
en el calcul final. A fi i efecte de comprovar com de correcta és la descrip-
ci6 AM1 respecte la TD-DFT/CAM-B3LYP i a més refinar, si s’escau, els
valors de les energies d’excitacié susceptibles de resultar en errors greus,
s’ha recalculat les energies d’excitaci6é del cromofor en un model PCM a
nivell TD-DFT/CAM-B3LYP (Taulal6.1).

El resultat més sorprenent de la Taula[6.1]és la bona concordanca que hi ha
entre les energies d’excitaci6 AM1 i TD-DFT/CAM-B3LYP per als casos
comparables (és a dir, pel calcul de I'energia d’excitacié de 1'estructura
optimitzada del cromofor en un entorn PCM). Aixo hauria de portar a
pensar que 1'ts del TD-DFT també hauria de donar un resultat similar (una
gran caiguda del pK, a l'estat excitat). Si assumim que els valors usats
per Scharnagl i Raupp-Kossmann per a la magnitud AApK? es poden
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utilitzar directament en el nostre calcul (assumim que hi ha cancel-lacié
d’errors en aquest terme), podem recalcular el pK? = 2,1. Aquest valor (tot
i que no és tant exagerat com el valor AM1), encara representa una caiguda
de més de 6 unitats respecte el cromofor a l'estat fonamental. Aixo hauria
de comportar que, donat que el pK, de l’aspartic és de 3,7, 1a reacci6 hauria
de ser espontania. Aixi doncs, perque obtenim perfils endoergics a l'estat
excitat fotoactiu?

Tot i que és obvi, I'HBDI en soluci6 aquosa difereix essencialment en dos
aspectes respecte ’'HBDI en l’entorn proteic. Per una banda, hi ha 'en-
torn de carregues determinat per 'estructura de la proteina i, per I'altra, la
distorsi6 que pateix el cromofor dins la cavitat proteica: els dos anells del
cromofor, que sén coplanars en 'estructura optimitzada en soluci6, no ho
son a l'interior de la proteina. Aixi doncs, si prenem l'estructura del cro-
mofor a l'interior de la proteina i repetim el calcul d’estats excitats sense
'optimitzacié prévia pero en solucié aquosa, obtindrem 1'efecte que fa la
distorsié geometrica del cromofor en 1’energia d’excitacié del mateix, sen-
se tenir en compte 'efecte que puguin realitzar 1'estructura de carregues
de la cavitat proteica. Aquest resultat es mostra a la cinquena columna de
la Taula Amb aquests nous valors, s’obté un pK; de 5,3. Aixi doncs,
en aquestes circumstancies, des d’un punt de vista estatic, la reaccié ja no
tindria lloc.

Si ara, a més, recalculem els valors de les energies d’excitacié del cromo-
for en I’entorn proteic (un calcul de nivell QM /MM sobre l'estructura del
PDB) podem afegir l'efecte que les carregues tenen en la mateixa. Aquest
resultat es mostra a 1'altima columna de la Taula Prenent aquestes
energies, el calcul del pK? dona un valor de 6,7 (a comparar amb el valor
de 3,7 de l'aspartic). Aixi doncs, si tenim en compte la distorsié geome-
trica que pateix el cromofor i 'estructura de carregues de la cavitat pro-
teica, és facil entendre el perqué de 1'obtencié de perfils endoergics per a
la transferencia protonica a l’estat excitat. Per tant, cal concloure que, més
enlla de la validesa que puguin tenir els resultats obtinguts per Scharnagl
i Raupp-Kossmann pel calcul del pK; de I’'HBDI en solucié aquosa, hi ha
un error en ’extrapolacié d’aquest valor al cromofor a dins la proteina, fet
obviat gairebé de manera sistematica a gran part de la literatura. Parado-
xalment, aquesta erronia extrapolacié mai fou proposada per Scharnagl.
Aixi doncs, cal tenir en compte que les propietats dels fragments molecu-
lars en un entorn proteic poden ser notablement diferents dels mateixos
en soluci6 aquosa, o en fase gas, fet que aqui queda evidenciat.

Amb tot, si el cromofor no té aquest suposat increment exagerat d’acide-
sa a l'estat excitat (tot i que, efectivament, esdevé més acid), com es pot
explicar la transferencia protonica? Donat que ni 'estructura del PDB ni
el minim més proper poden explicar aquesta situaci6 caldra, altre vegada,
assumir una explicacié dinamica del procés.
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FIGURA 6.2: Distribucié de I’angle que forma el grup carbo-
xilic de ’Asp148 amb el pla del cromofor durant el 1,0 ns de
simulacié QM /MM.

6.2.3 Dinamica QM/MM

En aquest punt es recupera la simulacié dinamica a nivell QM /MM (OM3/CHARMM?27)
presentada en el Capitol 5 per a la doble mutant S65T /H148D. Recordem

els valors ja discutits de la planaritat del cromofor (el valor mig de 1’angle

diedre entre I’anell fenolic i imidazolinonic del cromofor és de 6,3°, vegeu

la Figura[5.3)) i de la distancia entre donador i acceptor (el valor mig de la

distancia entre cromodfor i Asp148 és de 2,35 A , vegeu la Figura[5.2). Per a

la discussi6 posterior, cal introduir I’analisi d"un altre parametre estructu-

ral, que és I’angle que formen el cromofor i el grup carboxilic de 1’Asp148

(Figural6.2). Com es pot observar, també s’obté una distribucié unimodal,

aquest cop centrada a 51,6°.

Per tal d’analitzar si la descripcié dinamica aporta alguna novetat respecte
a la descripci6 estatica realitzada anteriorment a partir de I'estructura cris-
tal-lina, i encara seguint amb la linia estadistica que marca aquest treball,
s’ha analitzat la factibilitat de la transferencia protonica en les estructures
obtingudes per mitja de la simulacié dinamica, que és una representacié
molt més completa de la complexa realitat estructural de la proteina. Per
a tal fi, s’han pres 500 estructures a l’atzar (un fotograma cada 2 ps) de la
simulacié dinamica QM /MM i, per cadascun d’ells, s’ha calculat el perfil
de transferéncia protonica en els estats electronics involucrats. Cadascun
d’aquests perfils consta de 10 punts discrets, aixi que s’ha realitzat un to-
tal de 5000 calculs puntuals per a tal analisi. A partir d’aquests perfils,
s’ha realitzat 1’analisi topografic pertinent per a determinar ’energetica de
la transferéncia protonica a l'estat excitat. En aquest sentit, s’ha calculat
l'ergicitat del procés de transferencia protonica a 1'estat fonamental (AE)
com a la diferencia d’energies entre 1'estructura corresponent al cromofor
anionic i l'estructura corresponent al cromofor neutre, per a cada perfil.
L’ergicitat de la transferencia protonica a 'estat excitat (A £*) s’ha calculat
de manera analoga.
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FIGURA 6.3: Analisi de I'energetica de la transferéncia pro-
tonica a l'estat fonamental i excitat fotoactiu, realitzada a
partir dels 500 perfils per a la transferéncia entre el cromofor
i ’Asp148, obtinguts a nivell TD-DFT/CHARMM?27. L’eix
d’abscisses representa la exo- o endoergicitat del procés a
'estat fonamental (A E) per a cada perfil i el d’ordenades fa
el mateix per a 'estat excitat (AE™). Els punts vermells re-
presenten aquells perfils etiquetats com a "no reactius"(AE*
> 0), els punts blaus aquells etiquetats com a "reactius"(AE*
< 0) i els punts verds aquells en els quals, ja a l'estat fona-
mental, el prot6 es troba a ’Asp148 (AE < 0). Els histogra-
mes que acompanyen l'eix d’abscisses i ordenades represen-
ten la distribuci6 de cada valor (AF i AE*).

L’Energética de la Transferéncia Protonica

La Figura [6.3 mostra 'analisi realitzat per a l'energetica del procés de
transferéncia protonica obtingut a partir de les 500 estructures provinents
de la simulacié dinamica QM/MM. Es pot observar un comportament
drasticament diferent a 1’obtingut amb 1’estructura del PDB (Figura [6.1).
L'histograma inferior de la Figura 6.3 representa la distribuci6 de fotogra-
mes respecte I’energetica de la transferencia protonica a l’estat fonamental
So, AE. Una gran quantitat de fotogrames mostren un procés gairebé iso-
ergic, amb aproximadament la meitat d’estructures corresponent a situa-
cions on AE < 3 kcal/mol. En aquest sentit, els efectes introduits per la
simulacié dinamica canvien totalment la visié de 1’energetica del procés ja
a l'estat fonamental: en l'estructura cristal-lina el prot6é estava fortament
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lligat al cromofor i hi havia una forta pujada d’energia per a la transferen-
cia, aixi que aquesta nova situacié d"una certa isoergicitat ens pot portar a
pensar que el prot6 estara deslocalitzat entre donador i acceptor. Aquesta
hipotesi es veu reforcada pel fet que una petita (perod considerable) part
dels perfils tenen valors de AE negatius (concretament, un 5,7 %). Aix0
vol dir que en aquestes situacions el sistema es troba oscil-lant entre un
cromofor neutre i anionic ja a l'estat fonamental. Aquests resultats son
indicatius d’un canvi substancial respecte la situacié en l'estructura cris-
tal-lina i que, donat que la metodologia pel calcul de I'energia QM /MM
és la mateixa, aquest canvi ha de ser degut a que la simulaci6 dinamica ha
portat al sistema a una zona de 'espai de configuracions significativament
diferent al representat per l'estructura del PDB.

El dibuix a que porta l'estudi dinamic mostra una situacié de certa iso-
ergicitat a 1’estat fonamental. Amb diferencies d’energia petites entre re-
actius i productes és possible que 1’energia de punt 0 del proté ja quedi
per sobre d’aquesta pujada d’energia i que, per tant, es pugui justificar el
comportament observat per Stoner-Ma et al. respecte la impossibilitat de
veure la protonaci6 de I’Asp148 en els espectres de IR resolts en el temps,
fet que es justificava, precisament, amb la proposta d’un proté deslocalit-
zat®” Els calculs aqui presentats donen suport a aquesta hipotesi. Amb
aix0, posteriorment es discutira el comportament quantic del prot6 per a
poder validar aquesta suposicio.

També a 1’estat fotoactiu, la situacié és completament diferent de la troba-
da a l'estructura cristal-lina. Els calculs mostrats anteriorment justificaven
una baixada del pK, del cromofor a 'estat excitat, encara que una baixada
molt més discreta de la que s’havia assumit fins ara a la literatura especi-
alitzada. En aquest sentit, és esperable que trobem que la distribuci6 de
les energies ALE™* estigui desplacada cap a valors més negatius respecte
AE. Aix0 és exactament el que s’ha trobat a la Figura [6.3] (tots els punts
es troben per sota de la diagonal). Els valors de AE*, que finalment de-
terminaran la factibilitat de la transferéncia, estan distribuits al voltat del
0, amb el ~ 70% dels fotogrames trobant-se per sota de les 1,5 kcal/mol.
Aixo vol dir que, la majoria del temps, el sistema es trobara en una situacié
on, després de l'excitacio, sera capag de transferir el proto.

La qiiesti6 que naturalment vindra al cap del lector atent és: quins can-
vis estructurals ha comportat la simulacié dinamica QM /MM que hagin
desembocat en aquesta situacié energetica tant diferent? La resposta a
aquesta pregunta esta estretament lligada a l'increment de la factibilitat
de la transferencia protonica. De 1’analisi de les dades estructurals provi-
nents de la simulacié MD, s’ha pogut identificar dos factors principals que
influencien en la PES per a la transferencia protonica.

El primer canvi estructural important que té lloc esta relacionat amb la
Tirosina 145. Aquest residu, que apunta cap a l'interior del barril 3, no
sembla interaccionar amb cap dels actors principals de la transferencia
protonica en l'estructura cristal-lina, doncs es troba a 4,3 A de I'oxigen
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FIGURA 6.4: Histograma de la distribuci6 de distancies entre
els oxigens fenolics del cromofor i de la Tyr145 durant el 1,0
ns de simulacié dinamica QM /MM.

fenolic del cromofor, que sosté el proté susceptible de ser transferit. Du-
rant la simulaci6 OM3/CHARMM?22, empero, aquest residu s’acosta i es
manté a prop del cromofor. La Figura [6.4 mostra la distribucié de distan-
cies entre I'oxigen fenolic del cromofor i el de la Tyr145. Es pot observar
una distribuci6é bimodal on el pic que correspon a una clara interacci6 de
pont d’hidrogen (amb maxim a ~ 2,8 A) integra aproximadament el 35%
de l'area total del grafic. Es clar que aquesta interaccié, que ja es déna
amb el cromofor neutre, estabilitzara el fotoproducte, on 1’oxigen fenolic
del cromofor esdevendra anionic i que per tant és una interaccio critica per
a la factibilitat del procés.

L’altre canvi estructural que s’ha identificat té a veure amb la solvataci6
del residu acceptor del protd, és a dir, de I’Aspartat 148. S'ha calculat la
funci6 de distribuci6 radial de les moléecules d’aigua per als oxigens carbo-
xilics de l’aspartat, a més dels oxigens fenolics del cromofor i de la Tyr145
(Figural6.5). Com es pot observar, els oxigens de 'aspartat presenten un
pic ben definit a r ~ 2,65 A, que indiquen una solvatacié estable al llarg
de la dinamica per a aquest residu. Cal recordar que 1’aspartat manté una
orientacié també estable al llarg de la dinamica (Figura[6.2), fet que ajuda
a la bona definici6 de la solvatacié del mateix. Per a I'oxigen del cromofor,
s’observa una interaccié menys intensa i per a la tirosina no es pot apreciar
una solvataci6 estable clara al llarg del temps. La integraci6 dels pics de la
Figura [6.5 indiquen el nombre d’aigiies interaccionant amb cada oxigen.
Aquest calcul dona per resultat: O,(Asp148) = 1,26 aigties, O2(Asp148) =
1,10 aigties, O(Cromofor) = 0,92 aigiies i O(Tyr145) = 0,37 aigiies. En de-
finitiva, un total de 2,36 aigiies interaccionen amb 1’Asp148 de mitjana.
Aquesta solvatacié contrasta amb la que es pot observar en 1'estructura
cristal-lina, on hi ha clarament 3 aigiies interaccionant amb 1’Asp148 a dis-
tancia de pont d’hidrogen. Naturalment, que l’aspartat estigui menys sol-
vatat durant la dinamica que en 'estructura cristal-lina, el fara més basic
en la primera situacié que en la segona, tot fent possible la transferencia
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FIGURA 6.5: Funcions de distribucié radial de les molecu-

les d’aigua respecte els diferents oxigens indicats a la lle-

genda, obtingudes en la simulaci6 QM/MM de la mutant
S65T /H148D

protonica.

Aixi doncs, s’ha identificat dos factors estructurals que sén critics per a
la transferencia protonica: la interaccié de la Tyr145 amb 1’oxigen fenolic
del cromofor, que estabilitza el fotoproducte i la solvatacié de l'acceptor,
el residu Asp148, que si és massa pronunciada, no permet la transferencia
per efecte de reduir la basicitat de 'esmentat residu.

Perfils Dinamics

S’ha realitzat 1’analisi de la distribucié de les energies QM /MM dels foto-
grames obtinguts de la simulacié dinamica de la Figura Com ja s’ha
dit anteriorment, el 5,7% de les estructures descriuen un sistema amb un
cromofor anionic ja a l'estat fonamental. El 64,8% dels perfils presenten
una AE* positiva (alhora que petita) i per tant descriuen una situacié on
és més estable el cromofor neutre encara a 1’estat excitat. Tot i aix0, una
gran proporci6 d’aquests perfils es troben a valors de AE* molt propers al
0, fet que indica que la endoergicitat del procés no és molt pronunciada.
La resta de perfils, el 29,5 %, presenten una AE* negativa a 'estat excitat, i
corresponen a situacions on la forma anionica del cromofor, des d’un punt
de vista topografic, és més estable. Per tal de mostrar exemples concrets,
a la Figura es poden trobar 3 dels 500 perfils per a la transferencia
protonica calculats a nivell TDDFT/CHARMM?27. S’hi mostra un perfil
amb AE* positiva perod propera al 0 ("no reactiu"), un amb AE* negativa i
també propera al 0 ("reactiu”), i un amb AE* negativa i més pronunciada
("reactiu").

Es remarcable que en els dos primers casos, els perfils son marcadament
unimodals, amb un sol minim que situa el prot6 a una zona més propera
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FIGURA 6.6: Perfils d’energia potencial per l'estat fona-
mental (vermell) i I’estat fotoactiu (verd) obtinguts a nivell
DFT/CHARMM?27 i TDDFT/CHARMM?27, respectivament,
a partir de 3 fotogrames seleccionats de la simulacié dina-
mica QM/MM. Al panell esquerra, es mostra un perfil tipic
"no reactiu"(AE* > 0). Al panell central es mostra un cas
tipic "reactiu"(AE* < 0). Al panell dret es mostra un perfil
"reactiu"amb una AE* considerable. En vermell es mostren
els perfils a I'estat fonamental i en verd el perfil a 1’estat fo-
toactiu. Les linies horitzontals negres representen l'energia
de punt 0 i les linies discontinues representen la densitat de
probabilitat (|¢|?) per a les funcions d’ona del proto.

L
1.6
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al cromofor que a l'aspartat a l'estat fonamental. Aixo indica que, efec-
tivament, només existeix un minim que descriu un prot6 certament des-
localitzat entre el cromofor i ’Asp148. Aixo es pot corroborar quantitati-
vament amb calculs de QD. La resolucié de 1'equacié d’Schrédinger inde-
pendent del temps porta a 1’obtencié de les energies de punt 0, que sén de
2,0 kcal/mol pels dos primers casos i de 2,4 kcal/mol pel tercer. Aquests
valors, juntament amb la funci6 de densitat de probabilitat ||?, també es
troben representats a la Figura Com es pot observar, la deslocalitza-
ci6 del prot6 és evident a 1’estat fonamental, fet que corrobora i explica el
comportament observat per Stoner Ma. et al. respecte la manca d’evoluci6
temporal dels modes de vibracié de 1’Asp148. Altre cop, una descripcié
teorica de la situacié permet una comprensié molt més complerta de la si-
tuacio6 fisica. Cal remarcar que la inclusié del comportament quantic del
proto6 és primordial, també, per a la correcta descripcié del fenomen que
té lloc.

Per intentar escatir si hi ha algun factor estructural significatiu que afavo-
reixi els valors de AE* negatius, s’ha pres la poblacié de tots els parame-
tres estructurals en un radi partint del cromofor pels perfils amb AE* > 0
i AE* < 0. S’ha comparat estadisticament aquests parametres per veure si
corresponen a poblacions diferents per mitja d"un test ¢ d’Student amb el
95% de confianca. El resultat d’aquests test és que no hi ha cap parametre
que pertanyi a poblacions diferents entre els corresponents a AE* positi-
ves o0 negatives, per tant cal concloure que la diferenciaci6 que es fa entre
unes i altres situacions es deu a fluctuacions propies del sistema, acces-
sibles per mitja de la simulacié dinamica. Cal remarcar, altre cop, que la
descripci6 dinamica de la situacié de la proteina és absolutament impres-
cindible, ja que sense la mateixa no seria possible accedir a les fluctuacions
termiques que fan possible les situacions on la transferéncia ocorre.

La Inclusié de I’Energia Cinetica del Proté

Un cop realitzat 1’analisi topografic de la transferéncia (amb els perfils d’e-
nergia potencial), i haver introduit els efectes quantics d’equilibri (amb la
resolucié de l'equacié d’Schrodinger independent del temps) per a l'es-
tat fonamental, manca quantificar el moviment del prot6 en la superficie
d’energia potencial de l'estat excitat. Per fer tal cosa, s’ha realitzat calculs
de dinamica quantica seguint el procediment de simulacié de fotoabsor-
ci6 descrit a al Capitol 2, per als tres perfils presentats a la Figura 6.6l
Primerament, havent trobat els vectors propis del Hamiltonia en els per-
fils de ’estat fonamental i excitat fotoactiu, s’ha simulat 1’absorcié Franck-
Condon canviant I’estat electronic mentre es manté la configuracié nuclear
(aix0 és, canviat sobtadament la part potencial de I'operador Hamiltonia).
Com que l'estat de vibraci6 de l'estat electronic fonamental ja no és vector
propi del nou Hamiltonia, el primer evolucionara d’acord amb 1’equacié
d’Schrodinger depenent del temps. S’ha propagat el paquet d’ones del
prot6 durant 150 fs. Per monitoritzar 1’estat del sistema al llarg del temps,
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s’ha utilitzat la probabilitat de supervivencia, que representa la fracci6 de
la densitat de probabilitat que es troba a la zona de reactius (R), és a dir,
la zona de l'espai de configuracions on el proté es troba més a prop del
cromofor que de I’Asp148:

o(t) = / (e dy (6.4)

La funci6 de probabilitat de supervivencia es pot interpretar com la proba-
bilitat que, després de realitzar una mesura de la posicié del protd, aquest
es trobi en la zona corresponent a reactius.

Com es pot observar a la Figura [6.7] el comportament queda descrit com
a un moviment periodic de reactius a productes en el que es coneix com
a oscil-lacions de Rabi*? El periode d’aquestes oscil-lacions va de ~ 20
a ~ 32 fs, aixi que la meitat d’aquest temps és el que trigara el proté a
transferir-se. Cal notar que, fins i tot en els casos on la AE* és positiva
(aix0 és, una transferencia "topograficament inviable"), hi ha una transfe-
réncia efectiva en menys de 20 fs, ja que més del 60% del paquet d’ones del
proto es troba a la zona de productes. En els casos exoeérgics, naturalment,
la transferencia és molt més acusada, arribant a ser aquesta proporcié del
80 o del 95%. Altre cop es fa palesa la necessitat d'una aproximacié dina-
mica per a la correcta descripcié del procés: 1’analisi del perfil endoérgic
faria pensar en una transferencia inviable pero la inclusi6 de I'energia ci-
netica juntament amb la simulacié de la fotoexcitacié ens porta a concloure
que, en la gran majoria de casos estudiats, hi ha una transferencia del pro-
to efectiva a l’estat excitat. El temps de la transferéncia protonica esta per
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sota del limit de detecci6 experimental, aixi que concorda amb les mesures
de Kondo et al.® A més, la substituci6 del proté per un deuter6 en la si-
mulacié QD també explica I’absencia d’efecte cinétic d’isotop mesurable:
encara que el deuter6 es mou més lentament, es transfereix per sota del
limit de deteccié experimental, fet que no permet mesurar el KIE.

Cal comentar que la oscil-lacié de Rabi predita pel calcul QD no és en cap
cas realista, doncs es deu a que el potencial és estable al llarg del temps
(és a dir, que I'estructura es manté congelada). Es evident que després de
'excitaci6 el sistema evolucionara per tal d’acomodar la nova distribuci6
electronica, fet que fara col-lapsar la funci6é d’ona del proté cap a la zona
de productes. Les conclusions teoriques que es poden extreure del calcul
QD son que: (1) hi ha transferencia protonica efectiva en la gran part dels
perfils calculats (fins hi tot per aquells que presenten AE* positiva) i que
(2) el temps de la transferencia del prot6 i del deuterd esta per sota del
limit de deteccié experimental, fet que ens permet donar una descripcié
atomistica complerta de la situacié que porta a la transferencia protonica.

6.2.4 Una Nova Mutant

En la secci6 anterior s’ha discutit la importancia que té el residu Tyr145 en
el procés de transferencia protonica a I’estat excitat. La descripcié positi-
vista del procés assolida fins ara, empero, ha de poder passar el test de la
talsabilitat. Qualsevol coneixement cientific ha de poder ser falsable, és a
dir, ha de poder sobreviure a la contraposicié del mateix a la proposici6
que sustenta. Precisament, Karl Popper va triar aquest criteri per separar
allo que és ciéncia d’alld que no ho és*® Si un coneixement no pot ser
talsejat, llavors no és coneixement cientific. Que un coneixement o pro-
posici6 sigui falsable vol dir que pot ser refutat per una nova observacio,
encara que si aquest coneixement és correcte, aquesta observacié proba-
blement no arribi mai. Per exemple, naturalment, englobar 'existencia de
Déu en un coneixement cientific seria del tot erroni perqué no es pot pro-
var la falsabilitat de I’assumpci6é d’aquesta existéncia. Es impossible di-
maginar una observacié que provés per ella mateixa que, eventualment,
Déu no existeix. Per tant, I’existéncia de Déu no és falsable i no es coneixe-
ment cientific. Com que en aquesta tesi es busca la creacié de coneixement
cientific, cal que la hipotesi plantejada en la secci6 anterior sobre la impor-
tancia del residu Tyr145 sigui falsable, i ho és. Si es diu que la Tyr145 és un
residu determinant per a la factibilitat de la transferencia protonica a 1'es-
tat excitat, hom pot pensar que la mutaci6é d’aquest residu hauria de tenir
efectes sobre el comportament de la proteina. Si el coneixement fins ara
plantejat respecte la importancia de la Tyr145 no és cert, la mutaci6 Y145F
no hauria de tenir més efectes. Com que la rellevancia de la Tyr145 rau en
la seva interacci6 de pont d’hidrogen amb el cromofor, la substitucié de la
mateixa per una fenilalanina (que és isosterica pero no permet ’anomena-
da interacci6), hauria de tenir conseqiiéncies sobre el comportament de la
proteina.
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FIGURA 6.8: Aqui es mostra la superposicié d'un fotograma
representatiu de la simulacié QM /MM per les dues mutants,
S65T /H148D i S65T /H148D/Y145F, de color blau fosci cian,
respectivament. Al panell esquerre es pot observar com la
Phel45 tendeix a estar més allunyada en la triple mutant que
la Tyr145 en la doble. Aixo causa la distorsié de la fulla 3 que
implica la coplanaritat de 1’Asp148 amb el cromofor. Com es
pot observar, en el cas de la doble mutant, I’Asp148 roman
essencialment perpendicular al mateix. Al panell dret, on es
mostra el mateix fotograma pero des d"un altre punt de vista,
es pot apreciar 'anomenada distorsié de la fulla 5 causada
per la pérdua de la interacci6é de la Tyr145 amb el cromofor.

Aixi doncs, a continuaci6 es planteja un estudi realitzat sobre la triple mu-
tant S65T/H148D/Y145F-GFP. En aquest estudi s’ha utilitzat una meto-
dologia completament analoga a la de la doble mutant S65T / H148D-GFP,
sobre la qual s’ha aplicat la mutacié Y145F.

L’Efecte Papallona en una FP: Resultats Estructurals

La mutaci6é Y145F comporta canvis notables en I'estructura de la proteina.
La distancia entre cromofor i 1’Asp148 es manté estable en la triple mutant
S65T /H148D/Y145F. Igual que les dobles mutants, manté una distribuci6
unimodal, aquest cop centrada a 2,37 A , valor lleugerament superior al
trobat a la doble mutant S65T /H48D. Tot i aix0, aquest valor encara és
prou petit com perque sigui imaginable una transferencia sense barrera, si
aquesta és energeticament favorable.

El més sorprenent dels resultats de la simulacié per a aquesta triple mu-
tant no és en les similituds amb la doble mutant, si no en les diferéncies
amb la mateixa. La més evident és que es perd la interacci6é de pont d’-
hidrogen entre la Tyr145 i el cromofor present a la doble mutant, ja que
la fenilalanina que substitueix aquest residu és hidrofobica. Com que no
hi ha possible interaccié efectiva entre el cromofor i la Tyr145 en la triple
mutant, aquest residu tendeix a estar més allunyat de 1’oxigen fenolic.
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FIGURA 6.9: Distribucié de 1’angle diedre entre el pla del

cromofor i el grup carboxilic de 1’Asp148 al llarg del 1,0 ns

de simulaci6 QM /MM per a les mutants S65T/H148D (linia
continua) i S65T/H148D/Y145F (linia discontinua).

La Tyr145 actua com a palanca sobre una de les fulles 5 de 1'esquelet de
la proteina i, en adoptar aquesta nova posicid, indueix una deformaci6
de I'anomenada fulla 3, com es pot veure al panell dret de la Figura [6.8
Aquest canvi de conformacié de 'esquelet de la proteina, al seu torn, pro-
dueix un canvi en la configuraci6 espacial de 1’Asp148 (I’acceptor del pro-
té) que, encara que pugui semblar suau, tindra conseqiiéncies importants
en 'energetica del procés.

Com es pot observar en la Figura[6.2] en la doble mutant, el grup carboxi-
lic de I’Asp148 es troba clarament fora del pla del cromofor. En el cas de
la triple mutant, empero, i degut a la deformacié que produeix sobre l'es-
quelet de la proteina I’allunyament de la fenilalanina respecte el cromofor,
el grup carboxilic de 1’aspartat es situa en el mateix pla que el cromofor.
Aix0 es pot observar numericament a la Figura [6.91i graficament al panell
esquerre de la Figura[6.8l Aquesta nova configuraci6 de 1’Asp148 compor-
ta canvis en la solvataci6é del mateix, que recordem que era critica per a la
factibilitat de la transferéncia. S’ha calculat la funcié de distribuci6 radial
de les molecules d’aigua respecte els dos oxigens carboxilics de 1’Asp148 i
també de 'oxigen fenolic del cromofor (Figura [6.10).

La integracié d’aquests pics per a la primera esfera de solvatacié6 mostra
com, de mitjana, hi ha 1,0 molecules d’aigua interaccionant amb 1’oxigen
del cromofor, 1,17 molecules interaccionant amb 1’011 1,93 amb I’O3. Aixo
resulta en un total de 3,1 molécules d’aigua interaccionant amb l’aspartat
respecte les 2,3 que interaccionaven amb el mateix en el cas de la doble
mutant. A continuacié es discuteix quin efecte tenen aquests canvis es-
tructurals en I'energetica de la transferéncia protonica
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FIGURA 6.10: Funcions de distribuci6 radial de les molécu-
les d’aigua respecte els diferents oxigens indicats a la llegen-
da, obtingudes en la simulaci6 QM /MM de la triple mutant.

L’Energetica de la Transferencia Protonica

L'increment de la solvatacié de 1’Asp148, combinat amb la perdua de d’in-
teracci6 de pont d’hidrogen que es dona a la triple mutant, pot tenir efectes
definitius en 1’energetica del procés de transferencia protonica. Per deter-
minar aquest efecte quantitativament, s’ha repetit una estrategia identica
a la utilitzada per a la doble mutant: s’ha pres 500 fotogrames del 1,0 ns de
simulacié QM /MM i s’ha calculat el perfil per a la transferéncia protonica
a 'estat fonamental i excitat fotoactiu per cadascuna d’elles. Cada perfil
s’ha obtingut a partir de 10 calculs puntuals. Els resultats es mostren a la

Figura[6.11]

Es poden apreciar canvis substancials respecte 1'energetica de la doble mu-
tant, que també es mostra a la Figura [6.11] per una millor comparacio.
Mentre a la doble mutant, recordem, al voltant del 30% de les estructu-
res tenien AE* < 01 la gran majoria de perfils es trobaven en una situacié
d’una certa isoergicitat, en el cas actual de la mutant S65T /H148D /Y145F,
només el 3% dels perfils tenen AE* < 0 i la majoria dels mateixos sén
clarament endoeérgics. Altre cop, a tall il-lustratiu, s’ha seleccionat 3 dels
500 perfils calculats, que representen la situacié tipica (panell central), una
d’especialment endoergica (panell esquerre) i una especialment exoérgica
(que resulta ser isoergica a l'estat excitat) i s’han representat a la Figura
6.12

Com es pot observar, només és esperable una transferencia efectiva en els
casos més extrems d’isoergicitat per a la triple mutant. En el cas tipic, la
pujada d’energia és tant pronunciada que ni encara amb 1’addici6 de l'e-
nergia cinética al prot6 es pot assumir aquest increment. Cal recordar que
aquests son perfils no relaxats, és a dir que no podem concloure d’aquestes
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FIGURA 6.11: Analisi de l’energetica de la transferencia pro-
tonica a l'estat fonamental i excitat fotoactiu, realitzada a
partir dels 500 perfils per a la transferencia entre el cromo-
for i1’Asp148, obtinguts a nivell TD-DFT/CHARMM?27, per
a les mutants S65T /H148D (vermell) i S65T/H148D/Y145F
(verd). L'eix d’abcises representa la exo- o endoergicitat del
procés a l’estat fonamental (A E) per a cada perfil i el d’orde-
nades fa el mateix per a l'estat excitat (AE™).
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FIGURA 6.12: Perfils d’energia potencial obtinguts a nivell
TDDFT/CHARMM?27 a partir de 3 fotogrames seleccionats
de la simulacié dinamica QM /MM per a la triple mutant. Al
panell esquerre es mostra un perfil especialment endoergic,
al panell central es mostra un cas tipic, i al panell dret se’n
mostra un d’especialment exoergic. Les linies horitzontals
negres representen 1’energia de punt 0 i les linies disconti-
nues representen la densitat de probabilitat (|¥|?) per a les
funcions d’ona del proté.
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dades que no hi haura transferencia a l’estat excitat a temps prou llargs:
podria ser que, després de la fotoexcitacid, hi hagi un procés per acomodar
la nova distribuci6 electronica que permeti la transferéncia. El que si que
es pot afirmar és que, segons aquestes dades, no és esperable una transfe-
réncia ultrarrapida a l’estat excitat, com en el cas de la doble mutant. La
triple mutant, un cop accedeixi a I’estat excitat, no podra transferir el prot6
immediatament, aixi que I’eventual pujada de la fluorescéncia de 1'espécie
I* hauria de ser mesurable, tot al contrari del que passa a la doble mutant.
En el cas de la doble mutant, s’ha argumentat com una gran majoria de
sistemes ja es troben en una situacié susceptible de permetre la transfe-
réncia protonica a l’estat excitat tot just després de la fotoexcitacio, fet que
no permet observar la pujada de l'especie I* amb el temps de resolucié
experimental (50 fs).%

D’altra banda, la resolucié de l'equacié d’Schrodinger independent del
temps denota que en aquest cas, i contrariament a 'estudiat amb ante-
rioritat, el prot6 es troba clarament localitzat a la zona de reactius, aixi
que no s’espera el comportament observat en la doble mutant, propi d'un
proto altament deslocalitzat. En el cas de la S65T /H148D /Y145F, si hi ha-
gués transferéncia protonica a temps prou llarg gracies al reordenament
de 'entorn (conclusi6 inabastable amb 1’estudi realitzat), es podria veure
clarament un canvi en els modes de vibraci6 associats al grup carboxilic de
I’Asp148, ja que efectivament, el canvi en l'estat de protonacié del mateix
seria complert.

Aixi doncs, s’ha comprovat que el residu Tyr145 és necessari per a 1'apa-
ricié ultrarrapida de la fluorescéncia corresponent a l’especie I*. Sense la
interacci6 de pont d’hidrogen entre la Tyr145 i el cromofor, i a causa de
la deformaci6 de 1’'esquelet de le proteina, 1’Asp148 canvia el seu estat de
solvatacié. Aixo, juntament amb la pérdua de la propia interaccié Tyr145-
cromofor, fa que l'energetica de la transferencia ultrarrapida sigui molt
menys favorable, tot desactivant-la.

Amb tot l'explicat fins ara, s’ha aconseguit donar una explicacié atomis-
tica de les raons estructurals i electroniques que permeten que el proté
es transfereixi del cromofor a 1’Asp148, tot explicant el fenomen en base
dinamica. Ara bé, que passa després de la transferencia?

6.3 Quimica Ultarrapida a Camera Lenta: la Vida
de 1a Doble Mutant a I’Estat Fotoactiu

A aquestes algades, els tinics detalls que queden per escatir respecte la
proteina fluorescent arquetipica sén aquells relacionats amb la seva evo-
lucié temporal a I'estat excitat, després de la fotoexcitacié. En el Capitol
5,1 com a part d'un estudi més global que inclou altres proteines fluores-
cents, s’ha caracteritzat 1'excitacié que porta la doble mutant S65T /H148D
a l'estat fotoactiu. En aquest context, s’ha explicat la causa del corriment
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FIGURA 6.13: Etiquetatge dels atoms que s’utilitzara a la dis-
cussio que segueix.

cap al vermell de la banda d’absorci6 i s’ha donat detalls de la seva estruc-
tura d’equilibri en solucié aquosa. En el present capitol s’ha explicat les
raons estructurals i dinamiques que expliquen la deslocalitzaci6 del prot6
tenolic del cromofor aixi com la transferencia ultrarrapida. S’ha mostrat
les raons per les quals existeix una transferéncia gairebé instantania des-
prés de l'excitacié que, en qualsevol cas, es troba per sota del limit de
deteccié experimental. Aixi, només queda per explicar quins sén els pro-
cessos fisics i quimics que ocorren després de la transferencia protonica i
que comporten la reorganitzacié de 'entorn proteic al cromofor o 1'explo-
raci6 de diferents vies no radiatives de desactivacié. Per poder donar una
explicaci6 detallada d’aquests processos, s’ha propagat un paquet de 350
trajectories QM/MM en un context no adiabatic tal i com s’ha descrit en
I'apartat de metodologia d’aquest capitol. Continuant amb Ia filosofia se-
guida fins ara en aquest treball, s’intentara crear un model fisic complert
que doni un detall atomistic dels processos que tenen lloc. Si aquest model
és, a més, capag de reproduir les dades experimentals existents, podrem
confiar en el mateix i en les conclusions que proporciona. Naturalment, les
dades experimentals que permeten seguir ’evoluci6é temporal del sistema
i contra les quals s’ha contrastat els resultats obtinguts sén els espectres de
fluorescencia resolts en el temps publicats per Kondo et al.®® A fi i efecte
de facilitar 'analisi estructural que es portara a terme a continuacié, a la
Figura es mostra l'etiquetatge d’atoms que s’ha utilitzat en la discus-
si6.

6.3.1 Canals de Relaxacio no Radiativa

Abans d’analitzar 'espectre de fluorescencia calculat a partir de les dina-
miques no adiabatiques cal estudiar el comportament del sistema respecte
l'eficiencia de les vies de desactivacié que ocorren pel transit a través d'u-
na interseccié conica (CI).

La Figura mostra el nombre de sistemes que es transfereixen de ma-
nera no radiativa a 'estat fonamental i que, per tant, no sén computades
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FIGURA 6.14: En vermell, representaci6 del nombre total de
trajectories que es transfereixen de manera no adiabatica des
de I’estat excitat fotoactiu al fonamental via la HT-CI (Ny)
o la P-CI (Np). Superposada, en marrd, el nombre de trajec-
tories que es transferixen via la P-CI. La diferencia entre les
capses vermelles i marrons és la quantitat de sistemes que
es transfereixen per mitja de la HT-CI. En blau, es represen-
ta la funcié fraccié de poblacié de 'estat excitat fotoactiu en
funci6 del temps.

en el calcul de 'espectre de fluorescencia (a partir del moment de tran-
sici6). Cal notar com, contrariament al comportament experimental (el
rendiment quantic de la proteina és de 0,21), la totalitat dels sistemes es
desactiven per via no radiativa durant els 1,5 ps de simulacié. Natural-
ment, aixo denota que el sistema i metode de calcul emprats descriuen un
accés a les vies de desactivacié massa eficients. Aquest punt sera discutit
amb posterioritat.

S’ha analitzat I'estructura de les proteines en el moment de la transici6 i
s’ha pogut identificar dos tipus de CIs. En la Figura es mostra un
exemple representatiu de cadascuna d’elles. La primera (HT), que repre-
senta la via de desactivacié majoritaria, comporta una torsio al voltant del
doble enllag C,Cg, que porta I’hidrogen metinic H7 fora del pla del cromo-
for. Aquest tipus de desactivaci6 ja ha estat previament estudiada per a
cromofors tipus GFP>*™¢'i, en el cas que ens ocupa, comporta el 90% de les
transicions no radiatives a l’estat fonamental.

Aqui és convenient recordar el treball realitzat per Zhang et al. sobre les
vies de relaxacié no radiatives del cromofor de la S65T/H148D-GFP** En
aquell treball, els autors subdividien la coordenada en dues etapes: una
primera on exploraven la formacié del producte (la ionitzaci6é del cromo-
for per la transferéncia del prot6 a I’Asp148) i una segona on el cromofor
accedia a una CI que també comportava la rotacié de l’enllag C,Cs. Aquest
procés de torsié no tenia barrera si el calcul es realitzava al buit, pero pre-
sentava una barrera de 3,2 kcal /mol dins de I’entorn proteic. La similitud
amb la CI trobada per metodes dinamics en aquest treball és evident, pero



108 Capitol 6. Desxifrant la Pedra Rosetta

FIGURA 6.15: Representacié grafica de 1’estructura de les

dues CIs que porten a 'estat fonamental de manera no ra-

diativa: (HT), que comporta la rotacié de I'enllag C4Cg amb

la torsi6 del H7 i (P), que comporta la piramidalitzacié del
Ca.

hi ha una diferencia important a ressaltar: en el cas que presentava Zhang
et al., la CI era de tipus "producte"mentre que aqui, la CI és de tipus "re-
actiu". Aquesta diferenciaci6 reactiu/producte fa referencia a la definicié
clara del producte anionic. En el cas presentat per Zhang et al., la distan-
cia entre el cromofor i1’Asp148 és significativament major, fet que permet
una definicié més clara del producte (recordem que a distancies curtes en-
tre donador i acceptor, s’accentua el comportament unimodal del perfil
d’energia potencial per a la transferéncia protonica). Aquesta major de-
finici6 del producte en el cas estudiat per Zhang et al. és natural ja que
prévia a l'exploraci6 de la coordenada de la desactivaci6, com s’ha expli-
cat, exploraven la coordenada que porta de reactius a productes. Ja que
la CI trobada en aquest treball i la mencionada amb anterioritat només es
diferencien en la definicié del producte, es suggereix que la coordenada de
transferencia protonica i de relaxacié de 1’entorn sén ortogonals a la que
porta a la desactivaci6 per la interseccié conica que aqui es discuteix. Aixo
voldria dir que la CI trobada per Zhang et al. i la trobada en aquest treball
es troben en el mateix seam. La ra6 per la qual aqui no s’ha trobat cap CI
amb una definici6 clara de productes és perque, amb el temps propagat de
dinamica, no es pot aconseguir la relaxacié estructural necessaria per a la
definici6 dels mateixos

El segon tipus de CI (P) representa al voltant del 10% de les transicions
no radiatives a I’estat fonamental (vegeu la Figura[6.14). En aquesta CI, el
carboni cetonic de 1’anell d’imidazolinona apareix piramidalitzat, ja que
'oxigen que suporta surt del pla del cromofor. No s’ha pogut trobar cap
estudi que descrigui I'existencia d’aquest tipus de coniques en els cromo-
fors tipus GFP en la literatura especialitzada.

La distribuci6é d’aquestes dues Cls es pot monitoritzar durant la simulacié
MD a través dels angles diedres H;CsC4N5 per a la tipus HT i C,C,03N;
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FIGURA 6.16: Valors dels angles 6 i p en el moment de la

transici6 a l'estat fonamental. Els punts vermells correspo-

nen a estructures tipus HT-CI i els punts blaus a estructures

tipus P-CI. Els punts grisos corresponen a estructures que
tenen un caracter mixt.

per a la tipus P (angles 6 i p, respectivament). Mentre la trajectoria es
manté lluny d’aquestes ClIs, els valors de ¢ i p es distribueixen al voltant
dels 180°. Als voltants de la HT-CI s’hauria d’esperar ¢ = 270° mentre
que al voltant de la P-CI caldria esperar que p = 120°. A la Figural6.16es
pot observar el valor d’aquests angles en el moment de la transici6 per a
cadascuna de les trajectories. Com es pot observar, en la gran majoria de
casos, la distinci6 entre les Cls tipus HT o P és clara aixi que es suggereix
que els camins que porten a tals vies de desactivaci6 estan essencialment
desacoblats.

Amb aix0, encara cal discutir I’excés d’efectivitat de les vies de desacti-
vaci6 no radiatives en la simulacié que aqui es presenta. Un cop que el
sistema arriba a una zona propera a la CI, i donat que aquesta causa un
pou atractiu a I'estat excitat, la probabilitat que hi hagi una transici6 elec-
tronica és elevada, si es deixa passar prou temps. Aixi doncs, la manera
més intuitiva d’explicar una menor eficiencia de qualsevol CI, és en base
a la preséncia d'una barrera energetica, que freni el procés. Per tant, el fet
que en la simulacié realitzada hi hagi una efectivitat exagerada dels ca-
nals de desactivacié no radiatius, segurament és conseqiiencia d'una mala
descripci6 de les barreres que porten a les Cls.

Per tal de comprovar si la metodologia utilitzada per propagar la dina-
mica pateix d’aquesta limitacid, s’ha realitzat calculs de coordenades de
reacci6 QM /MM que exploren la coordenada que defineix 1’angle diedre
6, que compren la rotacié6 H;CsCyN;. S’ha realitzat la mateixa coordena-
da a nivell MRCISD-OM2/CHARMMZ27 i a nivell TD-DFT/CHARMM?27,
prenent aquest ultim com a metode de referencia. Encara que el TD-DFT
és un metode monoreferencial que formalment no és capag de localitzar
ClIs, s’ha demostrat que dona bones descripcions de les coordenades que
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FIGURA 6.17: Coordenada de reaccié a l'estat excitat foto-

actiu calculada a nivell QM /MM per a la torsié del diedre

H7CgC4N5 (0). Les linies continues corresponen a l'estat ex-

citat fotoactiu (on s’ha optimitzat les estructures) i les dis-

continues a 1’estat fonamental. Les linies blaves corresponen

al calcul MRCISD-OM2/CHARMMZ27 i les vermelles al cal-
cul TD-DFT(CAM-B3LYP)/CHARMM?27.

porten a tals CI, alhora que en permet una localitzacié aproximada prou
bona de les mateixes, tot evadint els costos computacionals d"una aproxi-
maci6 més formalment correcta al problema.#>-20

Els resultats es mostren a la Figura [6.17] Essencialment, es pot observar
com a nivell MRCISD-OM2 no apareix cap barrera per a la rotacié de I’an-
gle d mentre que, a nivell TD-DFT es preveu una barrera d"unes 6 kcal/mol
per a tal rotacié. Cal apuntar que aquest valor és només significatiu a ni-
vell qualitatiu. La coordenada que aqui es presenta és només un cami de
minima energia dels molts possibles. Cadascun dels minims presents a
'espai de configuracions que tenen un pes significatiu en la representacié
de l'estructura a 'estat fonamental tindra una coordenada diferent que el
connecti amb la CI que aqui es tracta i, per tant, una barrera diferent. S’ha
trobat un altre cami, que parteix d"una estructura diferent amb una barre-
ra de 2,5 kcal/mol a nivell TD-DFT pero altre cop, sense barrera a nivell
MRCISD-OM2. La manera més formalment correcte de tractar aquest ac-
cés a la CI seria fer un eixam de coordenades i llavors realitzar un analisi
estadistic sobre els resultats (semblant al procediment seguit en 1’apartat
6.2.3 quan es parlava de la factibilitat de la transferéncia protonica), perd
aquest és un calcul del tot inassumible a nivell TD-DFT/CHARMM?27. Tot
i que no es prendra cap valor dels trobats (2,5 0 6 kcal/mol) com a valor de
la barrera en termes absoluts, si que es pot concloure que a nivell TD-DFT
hi ha una barrera per a la rotaci6é de I'angle 6 (que dona accés a la HT-
CI) de I'ordre de les poques kcal/mol, mentre que a nivell MRCISD-OM2
aquesta barrera no existeix o és molt menor. Una exploracié de la coor-
denada que porta a la P-CI ha resultat donar una barrera de 7 kcal/mol
a nivell MRCISD-OM2/CHARMM?27, fet que explica la menor eficiencia
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FIGURA 6.18: Coordenada de reacci6 a 1’estat excitat fotoac-

tiu calculada a nivell MRCISD-OM2/CHARMM?27 per a la

torsi6 del diedre C4C203N; (p). La linia vermella correspon

al'energia de l'estat fonamental i la linia blava a I'energia de
'estat excitat fotoactiu

d’aquesta via de desactivaci6 en les simulacions dinamiques. Aquest re-
sultat es mostra a la Figura De fet reforca la idea que si el metode
MRCISD-OM2/CHARMM?27 donés una barrera no menyspreable per a la
HT-CI (tal i com ho fa per a la P-CI), la primera via de desactivacié veuria
molt minvada la seva eficiéncia.

Com s’ha dit, el métode MRCISD-OM2 falla en la descripcié d’una barre-
ra que porta a la HT-CI, fet que fa exagerar 1'eficiencia d’aquesta via de
desactivacié no radiativa, pero el tipus de dinamiques no adiabatiques re-
alitzades a nivell QM/MM en sistemes bioldgics només son accessibles
computacionalment a aquest nivell de calcul. El fet que 'eficiencia de la
via de desactivacié principal estigui exagerada empero, no embruta els
resultats que es presenten a continuacié. Com s’ha explicat amb anterio-
ritat, la coordenada de transferéncia protonica, la (complexa) coordenada
de relaxaci6 estructural i la coordenada que porta a la HT-CI sén ortogo-
nals (no des d’un punt de vista estricte, pero si aproximat). Aixo vol dir
que la descripcié de la transferencia protonica i de la relaxacié estructu-
ral consegiient quedara poc embrutada per l'alta eficiencia de la HT-CIL.
El problema més greu que presenta aquesta alta eficiencia és que no per-
met la propagacié de simulacions a temps gaire llargs, pero val a dir que
tampoc és 1'objectiu d’aquest treball, a més de ser un objectiu computaci-
onalment inviable en 'actualitat. Per fer-ne una imatge grafica, imaginem
un cami de muntanya que passi per una angosta carena i que sigui es-
tret i perill6s, pero que estigui limitat per un parell de baranes, a banda i
banda del mateix. Volem explorar aquest cami i hi enviem excursionistes.
Aquests excursionistes podran fer ts de les baranes i arribaran, probable-
ment (sempre en pot relliscar algun), fins al final del cami o tant lluny
com vulguin. Aquesta seria la situacié amb la barrera correctament des-
crita. Ara imaginem que traiem les baranes del cami. Si fem aixo, el cami
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FIGURA 6.19: Panell esquerre: Espectres de fluorescencia
calculats a diferents temps indicats (At) després de la fotoex-
citaci6. Panell dret: Evolucié temporal de la fluorescéncia on
els punts més foscos representen més intensitat. La linia dis-
continua de color verd segueix aproximadament el maxim
de fluorescencia (la moda, no la mitjana, de la distribuci6).

a recorrer no queda modificat. L'tinic que passara és que, malauradament,
molts dels excursionistes cauran per la carena i no podran explorar el cami
tant com voldrien, encara que el cami que explorin sera el mateix que ex-
plorarien si hi hagués les baranes instal-lades. En el nostre cas, busquem
explorar el primer tram del cami, especialment el que passa als primers
centenars de femtosegons de dinamica, i aquest és un tros de cami encara
accessible sense barreres.

6.3.2 Espectres de Fluorescéncia

L’espectre de fluorescencia resolt en el temps calculat per a la doble mu-
tant S65T/H148D-GFP es mostra a la Figura Cal remarcar, per evi-
dent que sigui, que la linia marcada com a At =0 ps equival a la banda A
d’absorcid, calculada amb anterioritat en aquest treball.

Es evident en un primer cop d’ull com hi ha una clara evoluci6 temporal
de l'espectre d’absorci6 en dos temps. Primerament s’observa un despla-
cament brusc de I’energia d’excitaci6 seguit d"una evoluci6é més suau, que
sembla que fa eixamplar la banda d’absorcié. Aquest comportament recor-
da al'observat per Kondo ef al ® Per analitzar la presencia dels dos régims
descrits per Kondo et al., s’ha representat 1'espectre d’absorcié bidimensi-
onal per als primers 200 fs de simulaci6 després de la fotoexcitacié (panell
dret de la Figura [6.19). El cami seguit pel maxim d’absorci6 és indicatiu:
primerament hi ha una baixada forta de 1’energia d’excitacié (d'uns 0,3 eV
en uns 30 fs) que continua disminuint a un ritme molt inferior (sobre uns
0,1 eV cada 100 fs), alhora que s’observa un eixamplament de la banda per
la part de baixes energies. Ja que el comportament de dos regims observat
per Kondo et al. queda ben descrit per la simulacié que aqui es presenta,
s’ha representat també 1’evoluci6é temporal de l’energia d’emissié mitjana.
Aquest resultat es presenta a la Figura i concorda qualitativament
altre cop amb els resultats experimentals.
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FIGURA 6.20: Evolucié temporal de I'energia d’emissié mit-
jana. La linia continua és una funcié biexponencial ajustada.

Un altre resultat experimental que es presentava al treball de Kondo et
al. és ’evoluci6 temporal de la intensitat de fluorescencia a determinades
energies d’emissi6. Kondo ef al. excitaren la seva mostra a 415 nm i mo-
nitoritzaren la fluorescéncia a diferents longituds d’ona, des dels extrems
més i menys energetics. En aquell treball s’explicava com la fluorescencia
a 'extrem vermell de la banda gairebé no mostrava cap decaiment, men-
tre en I’extrem blau es podia detectar un rapid decaiment, en una escala
de temps dels pocs centenars de fs. Aquest resultat es representa a la Fi-
gura Per tractar de reproduir aquest grafic, s’ha seleccionat quatre
valors en el rang de I’a banda d’emissi6 calculada. S’han pres els valors de
2,6eV,3,0¢eV,3,1eVi32eV, que son equivalents als valors presos expe-
rimentalment. Llavors s’ha representat la intensitat al llarg del temps per
la emissi6 a aquestes energies. El resultat es pot veure a la Figura Tal
i com passa al cas experimental, la intensitat corresponent a 1'extrem roig
de l'espectre presenta poc decaiment, mentre a mesura que ens apropem
a valors de l'extrem blau, el decaiment és més exagerat. Cal afegir que,
donada la poca estadistica que s’ha pogut acumular tot i el gran esforg
computacional, hi ha una certa oscil-laci6 al voltant d’un valor mig, que
s’interpreta com a soroll estadistic. Aquest resultat concorda prou bé altre
cop, a nivell qualitatiu, amb el presentat experimentalment per Kondo et
al.

En aquest punt es pot concloure que el model emprat en aquest treball
aconsegueix reproduir satisfactoriament des d’un punt de vista qualitatiu
els espectres resolts en el temps obtinguts experimentalment per a la mu-
tant S65T/H148D-GFP. Aixi doncs, com s’ha fet anteriorment, es pot con-
cloure que, amb tota la precaucié necessaria i tenint en compte les propies
limitacions, el model aqui utilitzat aconsegueix captar la fisica intrinseca
del problema tractat. Tenint en compte aixo, es fa possible un analisi de les
raons estructurals del fenomen observat, que al cap i a la fi, és 'objectiu
d’un treball teoric (no la sola reproduccié de les dades experimentals), ja
que és la parcel-la de coneixement inaccessible, ara per ara, per mitja de
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FIGURA 6.22: Simulaci6 de la intensitat de fluorescéncia re-

solta en el temps publicada per Kondo et al89 El bloc gris

representa la fraccié de temps fora del limit de detecci6 ex-
perimental.
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FIGURA 6.23: Evoluci6é temporal de la distancia del proté
al centre de la distancia donador-acceptor (Equacio [6.5] ver-
mell) i de la distancia entre el cromofor i I’Asp148 (blau)

meétodes experimentals.

6.3.3 La Transferéncia del Proto

Primerament es parlara del primer procés quimic que té lloc després de
la fotoexcitaci6: la transferéncia protonica. Per tal d’analitzar la posicié

global del prot6 i la seva evoluci6 al llarg del temps, es defineix la segtient
coordenada:

TH = d0137H14 - §min<d01370157 dOlS*Ol(i) (65)

que representa la distancia entre el prot6 i el punt intermedi entre el dona-
dor i l'acceptor més propers (doncs 1"’Asp148 té dos possibles acceptors).
La tria d’aquesta coordenada es fa perque, independentment de la distan-
cia entre donador i acceptor, sempre es pot saber si 'estructura pertany a
reactius (ry < 0) o productes (rg > 0).

La Figura mostra l'evolucié del valor mig d’aquesta coordenada al
llarg del temps, (ru(t)). S"ha d’apuntar que la magnitud (ry(t)) correspon
al valor mig classic de la posici6 del prot6. Encara que fer servir aquest
valor per definir la posicié del prot6é no és formalment correcte ja que no
es té en compte la seva inherent naturalesa quantica, com que els perfils
de transferéncia protonica generalment no tenen barrera, no haurien d’a-
pareixer efectes d’interferéncia remarcables que poguessin afectar al valor
mig de la posici6. Com es pot observar, hi ha una transferencia classica
del prot6 que finalitza en aproximadament 20 fs (tal i com s’havia predit
anteriorment amb calculs de QD, vegeu la Figura [6.7). Després d’aixo el
valor de (ru(t)) decreix a poc a poc. Aix0 es pot interpretar com que el
proto6 s’acosta al cromofor (tot i encara mantenir-se transferit) o com que
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la distancia donador-acceptor augmenta. Aquesta distancia també s’ha re-
presentat a la Figura [6.23]i es pot veure com aquest és el cas: després de
la transferéncia, la distancia entre cromofor i I’Asp148 augmenta. Aquest
és el moviment també predit per Zhang et al.*** en ’exploraci6 de la coor-
denada de reaccio per a la transferéncia protonica previa a la desactivacié
i que aqui s’ha aconseguit reproduir de manera no condicionada, a partir
d’una perspectiva dinamica.

Aixi doncs, després de 1'excitaci6, el moviment ultrarrapid del prot6 fa
col-lapsar la funci6 d’ona electronica a 1’estat anionic del cromofor, fet que
fa disminuir, també de manera notable, I'energia d’excitaci6. Per tant, s’as-
socia directament la ultrarrapida disminuci6é de l’energia d’excitaci6 del
cromofor (per sota del limit de deteccié experimental), a la també ultrar-
rapida transferencia del prot6 des del cromofor a I’Asp148. Naturalment,
i donat que els perfils per a la transferencia protonica no comporten bai-
xades exagerades d’energia, el prot6 oscil-lara entre cromofor i aspartat,
com a minim fins que la definici6 del fotoproducte no faci localitzar la
funcié d’ona del prot6. Amb tot, parlant de posicions mitjanes, es pot par-
lar, efectivament, de transferéncia protonica ultrarrapida efectiva a 1’estat
excitat.

6.3.4 La Coordenada Complexa: la Relaxacié de I’Entorn

Després del fort i sobtat decaiment de la I'energia d’excitacid, hi ha una
disminucié d’aquest paramentre que ocorre en un ritme molt més lent (uns
0,1 eV cada 100 fs). Els estudis experimentals parlen de vibrational relaxa-
tion pero, quins sén els moviments moleculars que hi ha darrera aquesta
relaxaci6?

Fins ara ja s’ha exposat com la distancia entre el cromofor i ’aspartat creix
monotonament des del principi de la simulaci6, un moviment predit des
d’estudis estatics per Zhang et al™®* Cal apuntar respecte la qualitat quan-
titativa de la simulacié d’aquest moviment, i donades les limitacions del
model emprat (una esfera d’aigties explicites amb una capa d’aigiies con-
gelades a l'exterior), que aquest allunyament quedara segurament infra-
valorat respecte a una eventual simulaci6é no tant constreta, com podria
ser una PBC, que aqui no s’ha pogut assumir computacionalment.

Pel que fa a la resta de moviments que formen aquesta coordenada de re-
laxacid, a la Figural6.24les presenten l’evoluci6 temporal dels parametres 7
(que és I'angle diedre entre els atoms CsCC4Cs) i ¢ (que és I'angle diedre
entre els atoms C;oCsCsCy), que representen la planaritat del cromofor i
¢ (que és I’angle diedre entre els atoms O,3015C11C12) que representa la
coplanaritat entre el grup carboxilic de 1’Asp148 i el cromofor. Com es pot
observar, mentre 1'aspartat s’allunya del cromofor, canvia lleugerament
la seva orientaci6, respecte el mateix. Amb aixo, el canvi més important
detectat té relacié amb la copalanritat dels dos anells del cromofor. Men-
tre que I'angle ¢ pateix un cert decreixement pero es manté més o menys
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FIGURA 6.25: Panell esquerre: histogramitzaci6é de l'evolu-

ci6 temporal de la distancia entre I'oxigen fenolic del cromo-

for i de la Tyr145 al llarg de la dinamica. Panell dret: evolu-
ci6 temporal de la mitjana d’aquest valor.

estable, I'angle 7 canvia bruscament en uns 200 fs fins a arribar a valors
d’uns 220°, on s’estabilitza. Cal apuntar que s’ha suggerit que 1’estat ex-
citat del cromofor de la GFP presenta una conformacié menys plana, fet
que facilitaria I'accés a una via de desactivaci6 no radiativa.>® Si s’analitza
els orbitals moleculars involucrats en I’excitacid, presentats a la Figura[5.6]
es pot observar l'aparici6 d'un pla nodal del sistema 7 en 'enllag CsC,,
el que significa que, després de 'excitacid, I’enllag en qiiestié queda sens
dubte debilitat, fet que facilita la rotaci6é del mateix. En termes energetics,
aquest moviment desestabilitza més fortament l’estat fonamental (on im-
plica la rotacié d’un enllag doble) que l'estat excitat (on implica la rotaci6
d’un enllag senzill), fet que fa reduir 'energia d’excitacio.

En l'apartat anterior, s’ha discutit la importancia de la interaccié del cro-
mofor amb el residu Tyr145. Cal recordar que la Tyr145 es podia trobar en
dues conformacions, una de les quals representava una interacci6 efectiva
de pont d’hidrogen d’uns 3,0 A (Figura [6.4). Al panell dret de la Figu-
ra es mostra 'evolucié temporal d’aquesta distancia. Després d'uns
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FIGURA 6.26: Posici6 del prot6 (usant ’'Equacié [6.5) en el
moment del transit per alguna de les ClIs, ja siguin del tipus
HT-CI (vermell) o P-CI (blau).

100 fs, on sembla que no hi ha evoluci6 en la posicié de la Tyr145, es de-
tecta una reducci6 brusca de la distancia mitjana, que s’estabilitza cap als
3,65 A als 400 fs. De I'analisi de I’histograma resolt en el temps mostrat
al panell esquerre de la Figura es pot comprovar com, en realitat,
hi ha una transferencia de poblaci6 entre la conformacié no interactuant
cap a la interactuant, que passats els 400 fs de simulacid, passa a ser molt
majoritaria. Sigui com sigui, la interaccié entre la Tyr145 i el cromofor es
veu enaltida a I'estat excitat. Aquesta interaccio estabilitzara l’estat excitat
preferentment sobre el fonamental, ja que a I’estat excitat la interacci6 de
pont d’hidrogen és més intensa, donat que el cromofor és anionic. Aques-
ta estabilitzaci6é de 'estat excitat respecte el fonamental, com es natural,
comportara una disminucié de I'energia d’excitaci6.

En definitiva, s’ha aconseguit identificar tres moviments als quals asso-
ciar I'anomenat vibrational relaxation, que ocorre després de la transferen-
cia protonica i que comporta una baixada suau de I'energia d’excitacié en
I'ordre dels picosegons: (1) la separaci6é del cromofor i 1’Asp148, que aju-
da a la definici6 del fotoproducte; (2) la perdua de planaritat dels anells
del cromofor, fet que desestabilitza 1’estat fonamental respecte 1’excitat
(amb la conseqtient baixada de 1’energia d’excitaci6) i (3) I’acostament de
la Tyr145, que estabilitza 1'estat excitat respecte el fonamental, fet que fa
baixar I'energia d’excitacio.

6.3.5 El Cau del Conill: el Desti Ocult de I’Especie A*

Una dada experimental que encara no ha estat discutida i que ha de tenir
a veure amb el procés dinamic que ocorre a l’estat excitat fotoactiu és la no
concordanca entre 1’aparici6 de I'especie I* i la desaparicié de I'espécie A%,
que van detectar Shi et al.”®
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FIGURA 6.27: Relaci6 entre la posici6 del proté (Equaci6 [6.5)
i’energia d’emissid, en les etapes primerenques del procés.
Els panells superiors descriuen el valor de I'energia d’emis-
si6 de cada estructura de la simulacié MD respecte el para-
metre ry pels temps indicats. En el panell inferior es repre-
senten tots els temps alhora en els seus colors corresponents,
aixi com el cami seguit per I'energia d’excitacié mitjana du-
rant 'interval seleccionat, en color vermell i direccié descen-
dent.

A la Figura es representa la posici6 classica del prot6 en l'instant on
té lloc la transici6 a l'estat fonamental. Cal notar com una quantitat no
menyspreable de transicions ocorren amb el prot6 a la zona de reactius,
és a dir amb rg < 0 (concretament, el 28,7 %). Si es pot establir que els
cromofors neutres tenen energies d’excitacié més properes a les especies
A (més grans) que a les especies I, es podria explicar la no concomitancia
en la mesura de les dues poblacions a l'estat excitat.

A la Figura es mostra la relacié entre la posicié classica del prot6 i
I'energia d’excitacid, per a cada fotograma calculat. Es pot observar com
el decreixement de 'energia d’excitaci6 esta correlacionada amb la posicié
del protd, encara que aquesta, naturalment, també depeén d’altres parame-
tres del sistema, com s’acaba de demostrar, aixi que només cal esperar una
certacorrelacio.

Aixi doncs, les trajectories que pateixen una transicié no radiativa a l'es-
tat fonamental mentre sén a la zona de "reactius", despoblen el nombre
de sistemes que emeten a altes energies (A*) sense poblar els sistemes que
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emetran a baixes energies (I*). Per tant, aquest comportament estaria d’a-
cord amb l’observacio realitzada per Shi et al.”® En els seus experiments,
van enregistrar ’espectre a temperatura ambient i a 140 K, veient que la
pujada de I'espeécie I* era encara indetectable a 140 K. Aixo estaria d’acord
amb la transferéncia protonica sense barrera. Ara bé, pel que fa a la des-
aparici6 no radiativa de A*, aquesta si que va ser frenada a baixes tempe-
ratures, fet que indica que el procés de desactivacié segurament comporti
una barrera. Aixo és el que s’ha trobat en aquest treball per a les CIs estu-
diades mitjan¢ant coordenades de reaccié a l'estat excitat que porten a la
desactivaci6 no radiativa de les especies A*.

6.4 Conclusions Parcials

A continuacié es presenten les conclusions que s’extreuen dels resultats
presentats en aquest capitol.

6.4.1 Conclusions Metodologiques

e La descripci6 estatica que proporciona l'estructura cristal-lina és del
tot insuficient per explicar la complexitat del fenomen fisic que té
lloc a I’estat excitat.

e Per tal d’obtenir una descripcié complerta del sistema, cal recérrer
a un tractament estadistic basat en simulacions dinamiques d’alt ni-
vell. Només aixi es pot obtenir una poblacié degudament ponderada
d’estructures que expliquin un comportament global (per tant, ma-
croscopic) correcte.

e Tot i que la major part dels perfils obtinguts a 1’estat excitat son (en-
cara que lleugerament) endoergics, la inclusié de l'energia cinetica
del proté mitjangant el procés de simulaci6 de la fotoexcitacié (QD),
fa que la transferencia es torni explicable. Per tant, cal introduir els
efectes cinetics per entendre aquest tipus de sistemes.

e Lamutagenesi in silico, aplicada en la mutant S65T/H148D /Y145F és
una tecnica computacional valida ja que és sensible a les variacions
proposades i permet fer prediccions sobre comportaments fins de
noves mutants.

e S’ha aconseguit introduir modificacions i correccions imprescindi-
bles per al calcul de dinamiques no adiabatiques en sistemes bio-

logics en el modul de desenvolupament NADYM del programari
ChemShell.

e El metode MRCISD-OM2/CHARMM27 ha permes la integraci6 de
dinamiques no adiabatiques amb exit.
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e El metode MRCISD-OM2/CHARMM?2Y? falla en la descripcié de la
barrera que porta a la HT-CI, i per tant limita 1’aplicabilitat del me-
tode en el sistema triat.

6.4.2 Conclusions Quimiques

e Encara que efectivament el cromofor de la mutant S65T/H148D ex-
perimenta un guany d’acidesa a 1'estat excitat, aquest no és ni de
bon tros tant exagerat com s’havia extrapolat inicialment. Aixo és
degut a que (1) hi ha una distorsi6 de la planaritat de 1’estrcutura del
cromofor i a (2) 'estructura de carregues de l'interior de la proteina.

e Tant a I’estat fonamental com excitat fotoactiu, els perfils energetics
per a la transferencia protonica presenten una desviacié suau res-
pecte la isoergicitat (trobant només una fraccié considerable de per-
fils exoergics a l'estat excitat). Aixi doncs, l'energetica del procés
depen d’oscil-lacions térmiques de l'entorn, que sén les que deter-
minen una transferencia factible a 1’estat excitat.

e Ensolucié aquosaia temperatura ambient, la configuracié que adop-
ta la proteina permet explicar I’aparici6 instantania (per sota del limit
de deteccié experimental) de la radiaci6 corresponent a l'espécie I*.

e La interaccio entre la Tyr145 i 1’oxigen fenolic del cromofor, que aqui
es descriu per primer cop, és critica per a la factibilitat de la transfe-
réncia protonica l'estat excitat

e En la mutant S65T/H148D/Y145F, i a causa de la perdua de la in-
teracci6 entre el cromofor ila Tyr145, que a més comporta una modi-
ficaci6 en l'estat de protonacié de 1’Asp148, la transferencia ultrara-
pida es fa inviable. En aquesta nova mutant, el prot6 es troba clara-
ment localitzat al cromofor a l’estat fonamental, aixi que s’espera un
comportament diferent al de la doble mutant respecte a les seves pro-
pietats espectroscopiques resoltes en el temps.

e L'aigua juga un paper crucial en la transferencia protonica: la solva-
taci6 de I’Asp148, 'acceptor del protd, és determinant en la mateixa.
Sil’Asp148 es troba massa solvatat, és incapag d’acceptar el proté ja
que perd la seva basicitat.

e La funci6é d’ona protonica del prot6 a I’estat electronic fonamental, i
donada la relativa isoergicitat del mateix, es troba altament desloca-
litzada, fet que permet explicar els resultats observats per Stoner-Ma.
etal.

e S’ha aconseguit reproduir el temps de la transferencia del proto, que
és d'uns ~ 15 fs. El temps de transferencia pel deuter6 (uns ~ 20-25
fs), que encara es troba per sota del limit de deteccié experimental
(50 fs), permet explicar I’absencia d’efecte cinétic d’isotop.
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e S’ha aconseguit reproduir qualitativament els espectres d’emissio re-
solts en el temps, en els primers instants després de la fotoexcitacio,
tet que ha permeés explicar el procés a 'estat excitat en dues etapes:
una primera de transferencia protonica ultrarrapida (en l'escala dels
femtosegons) i una segona de relaxaci6 vibracional, en 1’ordre dels
picosegons.

e El procés de relaxaci6 vibracional s’ha aconeguit explicar en base a
(1) 'allunyament de 1’Asp148 del cromofor, (2) la perdua de plana-
ritat del segon i (3) I'acostament de la Tyr145 a I’oxigen fenolic del
mateix.

e S’ha identificat dues vies de relaxacié no radiatives (Cls). La prime-
ra, HT-CI, comporta la rotacié de I’enlla¢ C4Cs amb la conseqiient
torsi6é de I'H; fora del pla i pertany al mateix seam que la descrita per
Zhang et al. Aquesta ha resultat ser la via de desactivaci6 principal.
La segona, P-CI, comporta la piramidalitzaci6 del C, i representa una
via de desactivaci6 secundaria.

e Lano concordanga entre la desaparicié de 'especie A*il’aparicié de
I'especie I* observada per Shi et al. es pot explicar en base a ’accés
a les vies de desactivacio no radiatives en la zona de reactius (aixo
és, amb el prot6 al cromofor). La desactivacié de les especies A* per
mitja de les Cls trobades explica aquest comportament.

Els resultats presentats en aquest capitol han donat lloc a dues publicaci-
ons, més una tercera que esta en procés de revisio:

e P. Armengol, R. Gelabert, M. Moreno, ].M. Lluch Unveiling how an
archetypal fluorescent protein operates: Theoretical perspective on
the ultrafast excited-state dynamics of GFP variant S65T /H148D", ].
Phys. Chem. B 119(6):2274-2291, 2015201

e P. Armengol, R. Gelabert, M. Moreno, ].M. Lluch "Theoretical Computer-
Aided Mutagenic Studies on the Triple Green Fluorescent Protein
Mutant S65T /H148D/Y145F", Chem. Phys. Chem. 16(10):2134-2139,
201522

e P. Armengol, R. Gelabert, M. Moreno, J].M. Lluch Ultrafast Action
Chemistry in Slow Motion Atomistic Description of the Excitation
and Fluorescence Processes in an Archetypal Fluorescent Protein- en
revisio.



111

PERORATIO

Or che mi conoscete parlate voi.
Deh parlate. Chi siete? Vi piaccia dir?

Rodolfo - La Boheme (G. Puccini)
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7 Conclusions

En aquest treball he intentat, primerament, exposar una problematica ci-
entifica, un tema d’interes per a la recerca actual com ho sén les FPs. Do-
tant d'un context tedric i de pensament, he intentat donar explicacions
clares, detallades i sistematiques sobre els processos associats als compor-
taments experimentals dels sistemes estudiats. Com en qualsevol treball
de recerca cientifica actual, el nivell de detall assolit és molt profund, aixi
que, per concloure el treball, crec que cal algar-se sobre aquests resultats
per donar una conclusié panoramica dels resultats d’aquesta tesi. Apartar
la vista després d"una descripci6 tan detallada crec que és un exercici ne-
cessari per comprendre I'impacte que pot tenir un treball de recerca actual
en la ciéncia general. Ja no es tracta de que els arbres no et deixin veure
el bosc, si no que en un treball com aquest, s’ha donat una descripcié de
les fulles dels arbres. En aquest sentit, cal retrocedir per tornar a veure els
esmentats arbres i, finalment, el bosc.

Les conclusions concretes i detallades s’han donat als apartats finals dels
Capitols 5 i 6, aixi que remeteu-vos als mateixos per a tal concrecié. D’a-
questes conclusions se’n poden extreure unes idees generals del funciona-
ment dels foto-biosistemes, tant des del punt de vista de la seva interacci6
amb la llum com dels processos quimics que tenen lloc en els mateixos en
els seus diferents estats electronics.

Ha quedat palesa la importancia que tenen les descripcions atomistiques
d’alt nivell en la comprensié dels fenomens fisic que tenen lloc en les FPs
i, en general, als sistemes complexos. L'estudi detallat de I’excitaci6 mit-
jancant els metodes de la quimica quantica ha permes assolir un nivell de
coneixement fi sobre la relaci6 estructura-espectre que ha permes, en ul-
tim terme, proposar mutacions que puguin donar lloc a noves mutants
amb propietats espectroscopiques modulades a plaer. En aquest sentit, cal
remarcar la vital importancia que té 1'estructura de I'entorn proteic del cro-
mofor. Les interaccions que es tenen lloc, sovint tenen un caracter dinamic,
a vegades participant en regims d’interaccié plurimodals. La combinacié
de les tecniques de la quimica quantica per determinar el moviment de la
densitat electronica a l'estat excitat amb les tecniques dinamiques multi-
escala, que permeten escatir d"'una manera realista 1’organitzacié dels resi-
dus al voltant del cromofor, han permes una profunda comprensié de les
caracteristiques que distingeixen les diferents FPs. D’altra banda, el paper
que juga l'aigua, no com a dissolvent continu, si no com a actor discret
dels processos quimics que tenen lloc, és vital. Sovint es considera 'aigua
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només com a dissolvent, pero és evident que té un paper determinant en
els processos estudiats.

Des d"un punt de vista del coneixement assolit respecte el mecanisme de
fluorescencia de les FPs, creat a partir de la proteina fluorescent S65T / H148D-
GFP, s’ha aconseguit donar un dibuix complert amb un alt grau de detall
del procés que segueixen aquests sistemes després d’absorbir la radiacio.
S’ha aconseguit descriure, amb diferents tecniques, tot el procés que se-
gueix una proteina fluorescent amb la seva interaccié amb la llum: des de
la descripci6 de la seva situacié d’equilibri a I'estat fonamental al procés
que segueix a l’estat excitat un cop absorbeix la llum. Una de les conclusi-
ons importants que s’ha presentat és que les superficies d’energia potenci-
al que segueixen les transferencies protoniques sén essencialment planes,
al contrari del que es pensava. Aixo vol dir que canvis subtils en 'en-
torn del cromofor o en 'estructura del mateix poden decantar la balanca
cap a un o altre cant6. Altra vegada, s’ha demostrat com les moléecules
d’aigua, com a entitats discretes, son absolutament determinants en 1’e-
nergetica dels processos estudiats. La metodologia desenvolupada i im-
plementada en el transcurs d’aquesta tesi obre la porta a estudiar nous
foto-biosistemes, que presentin processos complexos en estats electronics
excitats, processos que només poden ser visualitzats a nivell atomistic per
mitja de simulacions dinamiques degudament implementades i executa-
des.

Finalment, cal trencar una llanca a favor de 1’evident necessitat de descrip-
cions dinamiques dels processos quimics. En aquest treball s’ha fet pale-
sa la quantitat d’informaci6 que pot aflorar d'una simulaci6é dinamica no
condicionada, degudament realitzada. Els calculs no basats en dinamica
tenen un significat limitat, doncs intenten descriure un procés essencial-
ment dinamic amb una visi6 i llenguatge que son estatics. Les dinamiques
moleculars que segueixin de la manera més estricta possible les lleis fi-
siques que regeixen el comportament de 1'univers son una de les eines
més potents que tenim per escatir la terrible complexitat que impera en
els processos biologics. El procés d’integracié d’una simulacié dinamica
és equivalent a 1’obtenci6 d"una petita part d'univers, de manera controla-
da. Les simulacions dinamiques, en si mateixes, no aporten massa infor-
maci6 directa, pero son contenidores d'una quantitat ingent de dades, ja
que inclouen la fisica del problema, si han estat correctament realitzades.
Aixi doncs, recau en I'habilitat del cientific que s’hi enfronta, la responsa-
bilitat de destriar el gra de la palla, i de poder obtenir informaci¢ atil de
la mateixa, per a poder construir un coneixement a partir de la descripcié
atomistica que se'n despren. A més, de la capacitat del cientific de presen-
tar la informacié de manera organitzada, clara i conscisa, en depén que
els seus descobriments passin la prova del temps i finalment visquin en
I'inmaginari cientific col-lectiu.
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List of Abbreviations

ALDA
BO

CI

CIS
CISD

CISDT

CISDTQ

CNDO
CPU
DFT
EE
ESPT
FP
FSA
GFP
HBDI
HOMO
INDO

IR

Adiabatic Local Density Aproximation

Born Oppenheimer

Conical Intersection

Configuration Interaction (with) Singles (excitations)

Configuration Interaction (with) Singles (and) Doubles (excitations)

Configuration Interaction (with) Singles, Doubles (and) Triples
(excitations)

Configuration Interaction (with) Singles, Doubles, Triples (and)
Quadruples (excitations)

Complete Neglect (of) Differential Overlap
Central Processing Unit

Density Functional Theory

Electronic Embedding

Excited State Proton Transfer

Fluorescent Protein

Fewest Switches Approach

Green Fluorescent Protein
4-(p-hydroxybenzildie)imidazolid-5-ona)
Highest Occupied Molecular Orbital
Intermediate Neglect (of) Differential Overlap

Infrared
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KIE
LBHB
LUMO
MD
ME
MM
MR
NBO
NDDO
NMR
NTO
PBC
PCM
PDB
PES
QD
oM
QY
RFP
RMS
SIE
SOS

TD-

Kinetic Isotope Effect

Low Barrier Hidrogen Bond
Lowest Unoccupied Molecular Orbital
Molecular Dynamics
Mechanical Embedding
Molecular Mechanics

Multi Rreferential

Natural Bond Orbital

Neglect (of) Diatomic Differential Overlap
Nuclear Magnetic Resonance
Natural Transition Orbital
Periodic Boundary Conditions
Polarizable Continuum Model
Protein Data Bank

Potential Energy Surface
Quantum Dynamics
Quantum Mechanics
Quantum Yield

Red Fluorescent Protein

Root Mean Square

Self Interaction Error

Scaled Opposite Spin

Time Dependent
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