Proposal M2 internship 2023-2024

Profile: background in biophysics or physical chemistry with an interest in molecular
biophysics

Tutor: Marten Vos, LOB, Ecole Polytechnique, marten.vos@polytechnique.edu

Development of a novel fluorescent photoswitchable protein for nanoscopy

In our group dynamics of light-induced changes in proteins are investigated, including in recent
years photocatalytic and potentially photo-transducing processes in flavin (vitamin B2-
derivative) containing enzymes [1,2]. In 2022 we discovered a novel red photoswitchable
system, involving a charge transfer complex formed by flavin and the methylthioacetate (MTA)
substrate-analogue inhibitor in the flavoenzyme monomeric sarcosine oxidase (MSOX) [3].
Based on femtosecond time-resolved spectroscopic data as well as ground state structural data
from the literature, a tentative mechanism was proposed for the reaction (see scheme). This
involves motion (proposed to involve MTA isomerization) on a dissociative excited state
surface leading, with high switching quantum yield, in 300 fs to the photoproduct, and a
nanosecond, thermally activated, back reaction.
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The M2 internship will focus on the development of a photo-switchable fluorescent MSOX
variant for nanoscopy applications. This will be done by removing amino-acid fluorescence
quenchers from the flavin environment. The internship will include being tutored on and
gaining hands-on experience in ultrafast spectroscopy, in data-analysis, and manipulating
protein samples. ANR funding for a PhD thesis starting 2024 on this subject is available.
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Développement pour la nanoscopie d'une nouvelle protéine fluorescente
photocommutable

Notre groupe ¢tudie la dynamique des changements photo-induits dans les protéines, y compris
ces dernicres années les processus photocatalytiques et potentiellement phototransducteurs dans
les enzymes contenant une flavine (dérivé de la vitamine B2) [1,2]. En 2022, nous avons
découvert un nouveau systéme photo-commutable par lumiére rouge, impliquant un complexe
de transfert de charge formé par la flavine et I'analogue inhibiteur de substrat méthylthioacétate
(MTA) dans la flavoenzyme sarcosine oxydase monomérique (MSOX) [3]. Basé sur des
données de spectroscopique femtoseconde ainsi que des données structurelles déja publiées, un
premier mécanisme a été propos€ pour la réaction (voir schéma). Celui-ci fait intervenir un
mouvement en 300 fs (qui impliquerait 1'isomérisation du MTA) sur la surface d’energie
potentielle de I'état excité, conduisant, avec un rendement quantique de commutation ¢levé, au
photoproduit et une réaction retour activée thermiquement nanoseconde.
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Le stage M2 se focalisera sur le développement d'une variante fluorescente et photo-
commutable de MSOX pour des applications en nanoscopie. Pour ce faire, des acides aminés
proche de la flavine, intervenant dans le mécanisme de quenching de fluorescence, seront
modifiés. Le stage comprendra I’acquisition d’expérience de spectroscopie ultrarapide,
l'analyse de données et la manipulation d'échantillons protéiques. Un financement ANR est
disponible pour une theése de doctorat débutant en 2024.
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