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Résumé

Les métallo-B-lactamases sont des enzymes qui conférent aux bactéries qui les
produisent une résistance aux antibiotiques. La classe B représente les B-lactamases,
dans lesquelles le site actif contenant un ou deux atomes de Zn favoriserait I'hydrolyse
des antibiotiques. La dégradation des antibiotiques par les enzymes bactériennes est
un mécanisme majeur de résistance. L’objectif de ce travail de these est de mettre en
ceuvre des outils de modélisation fondés sur des méthodes de mécanique quantique en
vue de déterminer les structures de métallo-f-lactamases avec des inhibiteurs, étape
nécessaire pour comprendre ultérieurement quels sont les mécanismes de réaction
favorisant la dégradation d’un inhibiteur par des métallo-p-lactamases et fournir des
informations qui serviront a mieux interpréter les phénomenes biologiques.

Nous avons tout d’abord déterminé les géométries et la stabilité de complexes de
coordinations métalliques de systeémes modeles contenant du Zn, comme dans les sites
métalliques des métallo-B-lactamases, ou du Cu, complexés a des histidines
coordonnées par les Nt ou Nt, afin de voir s’il y a une préférence géométrique pour
I’une ou Dl’autre des deux coordinations et voir I’influence de ces différentes
coordinations possibles sur les parameétres géométriques au niveau du site métallique.
Enfin la présence d’eau et ’influence du solvant aqueux a été étudiée. Grace a ces
méthodes de chimie quantique fondées sur la théorie de la fonctionnelle de la densité,
nous avons montré comment ces méthodes permettent d’avoir des informations
structurales sur la symétrie adoptée par les centres métalliques, du Zn®" et du Cu®".
Cette ¢tude structurale nous a permis de mettre en évidence des différences
structurales entre ces deux ions métalliques et de déterminer les spectres
vibrationnels. Ces investigations nous ont permis de mettre en évidence la nature des
liaisons métal-ligand grace a des approches topologiques. Nous avons montré que ces
¢tudes préliminaires nous ont permis de choisir la meilleure méthode de calculs DFT
pour étudier des centres a zinc dans des structures de -lactamases.

Pour compléter 1’étude de structures de métallo-pB-lactamases, nous avons

déterminé la structure de I’enzyme native L1 (B-lactamase) qui a permis de reproduire
les parametres géométriques des structures expérimentales de L1. Nous avons montré
que I’approche combinant des études quantiques et classiques (QM/MM) permet de
reproduire avec une trés bonne confiance les paramétres structuraux de sites actifs de
I’enzyme L1.
Enfin, nous avons déterminé les structures de certains sites actifs de la famille B3 des
Meétallo-p lactamases (Enzyme L1) pour comparer les affinités de différentes familles
d’inhibiteurs synthétisées a I’IBM de Montpellier (Institut des Biomolécules de
Montpellier) et prédire la structure possible de L1 avec différents inhibiteurs par des
méthodes QM/MM pour voir si cette stratégie pourra étre appliquée a d’autres
inhibiteurs pour des métallo-p-lactamases.

Mots-clefs : chimie quantique, complexes de coordination, site actif, métallo-f3-
lactamases



Abstract

Metallo-B-lactamases are enzymes that give the bacteria that produce them
antibiotic resistance. B Class represents the beta-lactamases, wherein one or two Zn
atom(s) promote(s) [P-lactams (antibiotics) hydrolysis. The major resistance
mechanism is the degradation of the [-lactams by bacterial enzymes called B-
lactamases. One major approach to overcome this resistance deals with combination
therapy in which a B-lactam drug is given along with a B-lactamase inhibitor, which
protects the former from inactivation. The objective of this thesis is to implement
modeling tools based on quantum mechanical methods to determine metallo-p-
lactamase structures with inhibitors, a step necessary to understand at a later stage the
mechanisms of response to the degradation of the inhibitor by B-lactamases and to
provide information that will serve to better interpret biological phenomena.

We have first determined the geometries and the stability of metal coordination
complexes of model systems containing Zn, as in the metallo-f-lactamase metal sites,
or Cu, complexed to histidines coordinated by Nz or Nt, in order to see if there is a
geometric preference for one or the other of the two coordinations and to see the
influence of these different possible coordinations on the geometrical parameters at
the metallic site. Finally, the presence of water and the influence of the aqueous
solvent were studied. Using these methods of quantum chemistry based on the density
functional theory, we have shown how these methods provide structural information
on the symmetry adopted by the metallic centers of Zn2+ and Cu2+. This structural
study allows us to demonstrate structural differences between these two metal ions
and to determine the vibrational spectra. These investigations were able to
demonstrate the nature of the metal-ligand bonds through topological approaches. We
have shown that these preliminary studies have conducted us to choose the best
method of DFT calculations for studying zinc centers in -lactamase structures.

To complete the study of metallo-B-lactamase structures, we have determined
the structure of the native enzyme L1 (B-lactamase) which permitted to reproduce the
geometric parameters of the experimental structures of L1. We have shown that the
combination of quantum and classical approaches (QM/MM) allows to reproduce
with very good confidence the structural parameters of the L1 enzyme active sites.
Finally, we have determined the structures of certain active sites in the B3 family of
Metallo-p lactamases (Enzyme L1) to compare the affinities of different families
synthesized at IBM in Montpellier (Institute of Biomolecules of Montpellier) and to
predict the possible structure of L1 with different inhibitors by QM/MM methods to
see if this strategy can be applied to other inhibitors for metallo-f-lactamases.

Keywords: quantum chemistry, coordination complexes, active sites, metallo-f3-
lactamases
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Introduction

La résistance bactérienne aux antibiotiques est une menace croissante pour la santé et
empéche un traitement efficace des infections. Lorsque cette résistance se développe ; les
antibiotiques ne sont plus efficaces et par conséquent ne permettent pas de traiter ou guérir
les malades. Les métallo-P-lactamases sont des enzymes qui conférent aux bactéries qui
les synthétisent une résistance aux antibiotiques. Les B-lactamines sont une large classe
d’antibiotiques. L’inactivation enzymatique des B-lactamines par les 3-lactamases est un
des mécanismes majeurs de résistance. Les -lactamines restent toujours les agents chi-
miothérapeutiques les plus utiles dans la lutte contre les infections bactériennes. Un des
mécanismes majeurs de résistance est la dégradation des B-lactamines (pénicillines, cé-
phalosporines, carbapénémes) par les enzymes bactériennes -lactamases. Une approche
importante pour surmonter cette résistance consiste a traiter par une combinaison de thé-
rapies dans laquelle une PB-lactamine est donnée avec un inhibiteur de B-lactamase, qui
empéche I’activation de la B-lactamase.

L’ objectif de ce travail de these sera de déterminer les structures des sites actifs de
la famille B3 des Métallo-P-lactamases avec et sans inhibiteur. L’étude de 1’effet d’inhi-
biteurs permet d’affiner le mécanisme catalytique d’une réaction enzymatique, de mieux
connaitre la spécificité d’une enzyme et d’obtenir des données physiques et chimiques
concernant le site actif. Cela permettra de fournir des informations qui serviront a mieux
interpréter les phénomenes biologiques. Ce travail sera fait par une approche de modéli-
sation, en utilisant des méthodes de chimie théorique fondées sur la mécanique quantique
et la mécanique classique.

A cette fin, nous nous sommes basés sur 1’étude structurale de certains complexes
de coordinations métalliques modélisant les sites actifs de métallo-enzymes (Chapitre
IIT). Nous déterminerons les géométries et la stabilité des structures lorsque les histidines
(modélisées par des cycles méthyl-imidazoles) sont coordonnées par les Nt et Ny, afin
de voir s’il y a une préférence géométrique pour 1I’une ou 1’autre des deux coordinations
et voir I'influence de ces différentes coordinations possibles sur les parametres géomé-
triques au niveau du site métallique. Nous montrerons comment les méthodes de chimie
quantique permettent d’avoir des informations structurales sur la symétrie adoptée par les
centres métalliques, du Zn®* et du Cu®*. Cette étude préliminaire permet de mettre en
évidence des différences structurales entre ces deux ions métalliques. Nous étudierons
aussi les propriétés spectroscopiques de ces complexes, a savoir leurs modes de vibration
dans I’infrarouge a I’aide du logiciel VibMol. Ces spectres vibrationnels permettent de
pouvoir clairement discriminer une coordination Ny d’une coordination N7 en particulier
nous montrerons comment le marqueur C4=C5 des cycles des histidines conduit a des
bandes spécifiques dans le domaine IR. Ensuite, nous montrerons que ces études prélimi-
naires permettent d’étudier des centres a zinc dans des structures de métallo-B-lactamases.
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Enfin, nous déterminerons les structures des sites actifs de la famille B3 des Métallo-
B-lactamases (Enzyme L.1) et les structures de certains de ces sites en présence de 1’inhibi-
teur pour comparer les affinités de différentes familles synthétisées a I’IBMM a Montpel-
lier (Chapitre IV). Nous utiliserons des méthodes de chimie quantique fondées sur la théo-
rie de la fonctionnelle de la densité DFT, aussi des méthodes hybrides QM et QM/MM
seront utilisées pour décrire les structures en prenant compte si possible de I’ensemble
de la protéine considérée. Les méthodes utilisées qui sont implémentées dans le logiciel
Gaussian 09, seront présentées dans le chapitre II et feront 1’objet d’une validation de
chaque étape de notre étude.

Ces modélisations nécessitent de calculer les états de transition pour établir les profils
réactionnels. Nos calculs nous permettront de déterminer les enthalpies, énergies libres et
représenter le profil énergétique ainsi que d’étudier I’effet de la rigidité du modele, 1’effet
de la solvatation, etc.



CHAPITRE 1
Enzymologie et inhibitions
enzymatiques
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1.1 Les enzymes

1.1.1 Définition et généralités

Les enzymes sont des protéines, présentes dans tous les organismes vivants et res-
ponsables de la catalyse de différentes réactions chimiques, ce sont des macro-molécules
majoritairement de nature protéique [1]. Elles sont capables de réaliser la plupart des ré-
actions biochimiques avec une efficacité extraordinaire. Les réactions chimiques dans les
systemes biologiques se font rarement en I’absence d’enzymes. Au cours de ces dernicres
années, le nombre d’enzymes connues a considérablement augmenté et des applications
multiples ont été développées en chimie analytique, en pharmacologie, en toxicologie,
dans I’industrie agro-alimentaire et dans le secteur biomédical[2].

1.1.2 Classification des enzymes

Les enzymes sont hiérarchisées et classées essentiellement en fonction de la descrip-
tion du type de réaction catalysée et pas des caractéristiques structurales de I’enzyme ou

9



CHAPITRE 1. ENZYMOLOGIE ET INHIBITIONS ENZYMATIQUES

de la nature des substrats. Le pouvoir catalytique des enzymes permet de produire des
substances et de 1’énergie, indispensables au bon fonctionnement des organismes vivants.
C’est en fonction de leur activité catalytique que celles-ci sont classées en six principaux
groupes[1]. Une nomenclature a été proposée par la Commission des Enzymes de I’Union
Internationale de Biochimie divisant les enzymes en six grandes classes.

Chaque classe est divisée en sous-classes et chaque sous-classe en sous-sous-classes.
Un "numéro" de classification est associé€ a chaque enzyme et est appelé "EC number". Il
se présente de la maniere suivante : EC [numéro de la classe].[numéro de la sous-classe].
[numéro de la sous-sous-classe]. [numéro individuel de série dans la sous-sous classe].
Prenons I’exemple de la glucose oxydase : EC 1.1.3.4. Ce chiffre est explicité ci-dessous :
EC 1 : Oxydoréductase
EC 1.1 : Agissant sur le groupe CH-OH du donneur
EC 1.1.3 : Avec I’oxygeéne comme accepteur
Le dernier chiffre est le numéro individuel de I’enzyme

E.C (classe) Classification Type de réaction catalysée

E.C.1 Oxydoréductases Oxydo-réduction

E.C.2 Transférases Transfert de groupements fonctionnels

E.C3 Hydrolases Hydrolyse

E.C4 Lyases Elimination de groupement et formation de doubles
liaisons

E.C.5 Isomérases Isomérisation

E.C.6 Ligases Formation de liaisons couplées a 1’hydrolyse de
I’ATP

TABLE 1.1 — Classification des enzymes|[1].

1.1.3 Structure des enzymes

Plusieurs milliards d’enzymes ont été identifiées, un grand nombre d’entre elles ont
été cristallisées. Ce sont toutes des protéines. Les unités structurales de base sont donc
des aminoacides. Ces aminoacides sont liés entre eux par des liaisons peptidiques pour
former des chaines polypeptidiques. Les enzymes sont donc des polypeptides de masses
moléculaires élevées entre 10 a 1 000 kDa.

NH;“—CHRl —CO—-NH—-CHR,—CO—-NH—-CHR3—-CO~—...—NH—CHR,—COO—

Les groupements R possedent souvent des fonctions NH, ou COOH. La liaison pep-
tidique est formée par une liaison covalente entre un groupement o-aminé d’un acide
aminé et le groupement carboxylique d’un autre acide aminé (par perte d’'une molécule

10



CHAPITRE 1. ENZYMOLOGIE ET INHIBITIONS ENZYMATIQUES

d’eau). On appelle structure primaire 1’ordre dans lequel les acides aminés sont disposés
linéairement dans la chaine protéique.

Les enzymes ne sont pas repliées de facon linéaire, la chaine d’acides aminés se replie
sur elle-méme et forme une structure tridimensionnelle (des arrangements secondaires
principalement en hélices o et en feuillets 3). Des acides aminés éloignés dans la structure
primaire peuvent se retrouver tres proches les uns des autres dans la structure secondaire
de I’enzyme. Cette structure est stabilisée grace a la formation de liaisons hydrogenes.
La forme finale de la chalne d’acides aminés, ¢’est-a-dire la structure tridimensionnelle
finale qu’adopte la chaine d’acides aminés, constitue la structure tertiaire de la protéine
qui, elle, peut-&tre stabilisée par des ponts disulfures.

La structure finale résultant de 1’assemblage des différentes chaines constitue la structure
quaternaire de la protéine. évidemment, les protéines qui ne sont formées que d’une seule
chaine d’acides aminés n’ont pas de structure quaternaire.

1.1.4 Catalyse enzymatique

La catalyse, qu’elle soit chimique ou biologique, repose sur le méme principe : elle
fait appel a un composé appelé catalyseur pour augmenter la vitesse de réaction sans
perturber les fonctions thermodynamiques. Ainsi, la position d’équilibre (cf. cinétique
chimique) d’une réaction n’est pas modifiée et peut étre calculée a partir des données
thermodynamiques liées au réactif (appelé substrat en terme biochimique) et au produit
de réaction.

La cinétique de réaction, au contraire, dépend d’autres données liées a I’expérience méme
telles que la composition, la température, la pression du mélange réactionnel. Le cataly-
seur, d’autre part, ne doit pas étre consommé au cours de la transformation.

En réalité, le catalyseur a pour fonction d’abaisser 1’énergie d’activation nécessaire a la ré-
action afin d’augmenter le nombre de molécules susceptibles de donner lieu a la réaction.
Les enzymes sont des biomolécules trés importantes parce que leur pouvoir catalytique et
leur spécificité sont souvent tres supérieurs a ceux des catalyseurs chimiques. L’activité
des enzymes comme catalyseurs biologiques dépend a la fois des propriétés spécifiques
a I’enzyme (concentrations des substrats et inhibiteurs) et des effets non spécifiques (pH,
force ionique, température). Une des caractéristiques particulieres de I’enzyme est son
besoin fréquent de cofacteur. Le cofacteur n’est pas une protéine : il peut étre un ion
métallique (Ca®*, Zn>*, Mg?™....), ou une molécule organique complexe appelée aussi
coenzyme tels que le NAD, FAD, CoA, ATP.... Le cofacteur métallique peut aussi se fixer
sur une protéine appelée apoenzyme (enzyme inactive) pour donner un complexe actif ou
holoenzyme ! qui présente une enzyme compléte et active.

Le fait que toutes les enzymes soient des protéines leur confere les propriétés physi-
cochimiques de ces macromolécules (solubilité, propriétés osmotiques et de diffusion,
échanges ioniques, dénaturation thermique et labilité avec les réactifs chimiques éner-

giques).

1. L’holoenzyme est le complexe enzymatique catalytiquement activé par ses cofacteurs
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CHAPITRE 1. ENZYMOLOGIE ET INHIBITIONS ENZYMATIQUES

1.2 Les B-lactamines

1.2.1 Généralités sur les B-lactamines

Les B-lactamines sont des médicaments antibiotiques actifs contre certaines bactéries
et représentent la famille d’antibiotiques la plus développée et la plus utilisée dans le
monde. Cette large utilisation est due a leur large spectre d’action, leur faible toxicité,
leur efficacité pour certaines molécules et leur faible cofit [3]. Elles représentent une vaste
famille d’antibiotiques bactéricides qui possedent comme structure de base le cycle -
lactame (Figure 1.1).

»—NH
O

FIGURE 1.1 — Cycle B-lactame.

Les B-lactamines regroupent :

Les pénams=pénicillines qui comportent plusieurs groupes :

-Pénicilline G (voie parentérale) et (voie orale)

-Pénicilline M (méticilline)

-Pénicilline A (aminopénicilline)

-Carboxy pénicilline (ticarcilline), réservées a 1’usage hospitalier, qui outre le spectre
de I’ampicilline agissent sur les entérobactéries hospitalicres et les pseudomonas
ticarcilline-sensible.

-Uréido-pénicilline (pipéracilline), de spectre analogue a la ticarcilline, réservées a
I’usage hospitalier.

-Amidino-pénicillines (pivmécillinam) spectre limité aux Entérobactéries.

Les inhibiteurs des -lactamases : Les -lactamases sont une famille d’enzymes
responsables de la résistance de certaines bactéries vis-a-vis de certains antibiotiques [3-
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CHAPITRE 1. ENZYMOLOGIE ET INHIBITIONS ENZYMATIQUES

lactamines et les inhibiteurs des -lactamases sont des pénams sans activité antibiotique
notable ; il se fixent de fagon irréversible au B-lactamases ce qui protege les B-lactamines
de I’inactivation et les rend efficaces sur des bactéries productrices de B-lactamases de
type pénicillinase : Oxapénam (Acide clavulanique).

Les pénems : carbapénemes (imipéneéme, méropéneme) réservés aux infections hos-
pitalieres a germes résistants.

Les céphems : qui comportent 3 classes : 1°7¢, 2¢, 3¢ gt 4¢M¢ génération.

Les céphalosporines monobactams (aztréonam) réservés aux infections hospitalieres
séveres.

S
| Les pénams pénicillines
——N
V4
(6] 4 COOH
(0]
| Clavam Les inhibiteurs des béta-lactamases
/'_ N (Acide clavulanique)
(0] COOH
l Carbapénémes (Thiénamycine, impénéme)
——N
V4
O/ COOH
Les cephems Cephalosporines
——N
/ =4
O
COOH
N| Les monobactams (Aztreonam)
7 S04H

FIGURE 1.2 — Structures chimiques des principeaux noyaux des B-lactamines.
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CHAPITRE 1. ENZYMOLOGIE ET INHIBITIONS ENZYMATIQUES

1.2.2 Mode d’action

Le mécanisme d’action est général pour toutes les molécules de la famille des -

lactamines. Les B-lactamines sont des inhibiteurs de la synthése de la paroi bactérienne
(syntheése du peptidoglycane, constituant principal de la paroi bactérienne) par une in-
activation des principales enzymes impliquées dans cette construction et regroupés sous
le terme de PLP (Protéines Liant les Pénicillines) : Transpeptidases, Endo-peptidases et
Carboxypeptidases[4, 5].
En mimant la structure tridimensionnelle de la séquence D-Ala-D-Ala, les -lactamines se
comportent comme des inhibiteurs de la transpeptidase, enzyme essentielle a la synthese
de la paroi bactérienne. Elles forment une liaison covalente avec I’enzyme et empéchent
donc toute activité de celle-ci, les B -lactamines sont des substrats-suicide. L’affnité est
variable en fonction de la molécule et des PLP cibles ce qui explique les différences de
concentration minimale inhibitrice (CMI) des différentes -lactamines pour une méme
bactérie.

X——NH,
(|3H3 Enz—--OH ? -E
H H
R-Dala=C—N—CH—COOH——J» R-DalaC ——— R—Dala-(l?—N—X + Enz--OH
1
o) U o)

FIGURE 1.3 — Réaction de transpeptidation catalysée par la transpeptidase.

S S

Enzyme-Ser-OH Cy .
| Zy_» _________ == Transpeptidation
HN Bloquée
o o 9
COOH / Ser COOH
Liaison Enzyme
covalente

FIGURE 1.4 — Blocage de la réaction de transpeptidation par une B-lactame.

Les B-lactamines sont actives sur des bactéries en phase de croissance bactérienne
car les protéines cibles sont impliquées dans le renouvellement constant de la paroi bac-
térienne. C’est ainsi que des bactéries placées dans un environnement qui favorise une
quiescence ne permet pas une activité optimale de cette classe d’antibiotiques (tempéra-
ture basse, sporulation, manque d’oxygene pour des bactéries aérobies préférentielles...).
Les 3 -Lactamines sont des antibiotiques bactéricides "temps-dépendants" dont 1’activité
est en fonction du temps d’exposition a une concentration supérieure a la CMI et car leur
activité disparait au fur et a mesure que leur concentration décroit au niveau de leur cible.
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CHAPITRE 1. ENZYMOLOGIE ET INHIBITIONS ENZYMATIQUES

Pour Obtenir une efficacité maximale, il faut que la concentration au site de I’infection
soit maintenue le plus longtemps possible au-dessus de la CMI de la bactérie cible.

1.3 les B-lactamases

1.3.1 Généralités sur les B-lactamases

Les maladies infectieuses sont responsables de 45 % des déces dans les pays a faibles

revenus et de presque une mortalité prématurée sur deux dans le monde entier. Les infec-
tions bactériennes représentent 70 % des cas de mortalité causés par les microorganismes
[6]. Les bactéries ont développé différents mécanismes pour contrecarrer 1’action des 3-
lactamines, entre autres la modification de la cible (Protéines liants Pénicillines) qui les
rend moins sensibles aux B-lactamines mais permet de maintenir son activité physiolo-
gique normale ; la production des enzymes (B-lactamases) qui inactivent les 3-lactamines
par modification chimique.
Les B-lactamases catalysent de maniére efficace et irréversible 1’hydrolyse de la liaison
amide du cycle B-lactame des antibiotiques de la famille des B-lactamines (Figure 1.5)
[7], donnant un produit biologiquement inactif qui perd totalement son activité antimicro-
bienne [8].

p-lactamase R H H
0= HNY/
OH  cooH

R,

\ 4

FIGURE 1.5 — Mécanisme proposé pour 1’hydrolyse des carbapénémes par une [-
lactamase (noyau B-lactame en rouge et molécule d’eau en bleu) [7].

La production des B-lactamases est le mécanisme de résistance le plus répandu et
le plus important des bactéries vis-a-vis des B-lactamines [3]. Plus de 290 types de 3-
lactamases sont décrits et classé€s suivant leur structure primaire en 4 classes (A-D) [9].
La plus grande partie des B-lactamases a été mise en évidence chez les bacilles 2 Gram
négatif qui sont par ailleurs responsables de la majorité des infections hospitalieres (60%)
et sont de plus en plus multi-résistants.
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talloenzyme. Les B-lactamases de type s
tif une sérine qui intervient dans le mécanisme d’acylation au cours de 1’hydrolyse des

B-lactamines. Par contre I’activité des métallo-B-lactamases nécessite la présence d’ions

métalliques. Généralement, les B-lactamases sont classées suivant trois schémas :

z

sérine ou mé

CHAPITRE 1. ENZYMOLOGIE ET INHIBITIONS ENZYMATIQUES

Les B-lactamases sont des enzymes d’inactivation, d’une extréme diversité, de type

7

1.3.2 Classification des B-lactamases
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CHAPITRE 1. ENZYMOLOGIE ET INHIBITIONS ENZYMATIQUES

La classification de Bush-Jacoby et Medeiros [10] : établie selon les propriétés fonc-
tionnelles de I’enzyme définies par son substrat préférentiel et son profil d’hydrolyse.

La classification moléculaire de Ambler [9] : tient compte de la structure primaire des
différentes B-lactamases et les divise en quatre classes (A a D).

La classification de Richmond-Sykes [11] : basée sur les propriétés fonctionnelles de
I’enzyme définies par son substrat préférentiel.

Les classifications fonctionnelles considerent la fonctionnalité des B-lactamases (sub-
strat, profil d’inhibition) et divisent aussi ces enzymes en quatre groupes (1 a 4) et plu-
sieurs sous-groupes. Le tableau dans la figure 1.6 montre les corrélations entre la classifi-
cation proposée et d’autres régimes fréquemment cités.

a) Classe A

La classe A est la plus diversifiée, Elle comprend des pénicillinases des bactéries a
Gram positif, des céphalosporinases > inductibles (AmpA) chromosomiques ou plasmi-
diques, sensibles a I’acide clavulanique et les B-lactamases a spectre élargi hydrolysant les
céphalosporines de 3¢ génération et les monobactames. Généralement, les B-lactamases
de classe A sont caractérisées par un poids moléculaire (PM) moyen de 29 KDa et un point
isoélectrique 3 (pI) variable de 5,4 4 8,2. En revanche la plus part de ces enzymes sont sen-
sibles aux inhibiteurs suicides (acide clavulanique, sulbactame et tazobactame) utilisés en
médecine. Les représentants de ce groupe sont les enzymes du type TEM, SHV et plus
récemment le type CTX-M.

b) Classe C

Cette classe est constituée de céphalosporinases (AmpC), chromosomiques ou plas-
midiques [12], résistantes a I’acide clavulanique et le sulbactame [13]. L’hyperproduction
de ces enzymes est liée au phénotype de multi-résistance observée chez certains bacilles a
Gram négatif. Cependant, certaines d’entre elles sont faiblement inhibées par le tazobac-
tame. Les B-lactamases de classe C sont généralement caractérisées par un PM moyen de
40 KDa et un pl variable compris entre 7 et 9. Les principaux représentants de ce groupe
sont les B-lactamases du type, AmpC, FOX, ACT, CMY.

¢) Classe D

Dans la classe D, on retrouve les oxacillinases (AmpD) qui sont les B-lactamases hy-
drolysant les isoxazolylpénicillines comme la cloxacilline et 1’oxacilline, le plus souvent

2. Enzyme augmentant le niveau de résistance naturelle des bactéries aux antibiotiques.
3. Un point isoélectrique est la valeur du pH pour laquelle le transport d’une protéine dans un champ
électrique est nul, c’est-a-dire le pH pour lequel la protéine est électriquement neutre
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plasmidiques, de phénotype pénicillinases peu sensibles aux inhibiteurs, pouvant étre in-
hibées par le NaCl. Ces enzymes sont plus ou moins résistantes a 1’action de ’acide
clavulanique, en revanche elles sont bien inhibées par le tazobactame [3]. Le PM des en-
zymes de cette classe est tres variable (23 a 40 KDa) et le pI peut varier de 6 a 8,6 et les
représentants de ce groupe sont les -lactamases du type OXA.

d) Classe B

Les B-lactamases des classes A, C et D sont, comme les PLPs, des enzymes a se-
rine active reconnaissant la penicilline, par contre celles de classe B sont des métallo-[3-
lactamases qui hydrolysent une variété de pénicillines et de céphalosporines et pouvant
étre inhibées par ’'EDTA. Cette classe constitue le groupe des métallo-enzymes zinc-
dépendantes, toutes les métallo-enzymes ont comme point commun, la présence sur 1’ion
métallique coordonné a la protéine d’un site de coordination labile permettant la fixation
d’un substrat lors de la réaction enzymatique. Ces enzymes se caractérisent par un PM
moyen d’environ 26 a 28 KDa et un pl compris entre 5 et 10,5. La grande importance
clinique de ces enzymes est associée a I’hydrolyse des carbapenemes, ce sont des antibio-
tiques qui échappent a I’activité des B-lactamases a sérine active. La plupart des métallo-
B-lactamases sont insensibles aux inhibiteurs classiques (acide clavulanique, sulbactame,
tazobactame), ce qui rend le choix difficile d’une antibiothérapie efficace et la production
de ces enzymes par les bactéries pathogenes telles Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Bacteroides fragilis, Stenotropho-
monas maltophilia, Chrysobacterium meningosepticum, et Acinetobacter baumannii.

A partir de la séquence des enzymes, cette classe est subdivisée en trois sous classes,
B1, B2, et B3 [14]. La sous classe B1 contient la premiere MBL identifiée a partir de la
bactérie Bacillus cereus [15], La premiere structure cristalline déterminée par diffraction
de rayons X de MBL et la Bcll [16]. Bcll est un monomere et il est actif avec un ou deux
ions Zn dans le site actif [17, 18]. Par contre la sous classe B2, I’enzyme CphA de Aero-
monas, dont la structure a été récemment résolue a haute résolution, est active uniquement
avec un ion Zn. Enfin, la sous-classe B3 comprend I’enzyme tétramérique L1 a partir de
Stenotrophomonas maltophilia, qui est active a deux ions Zn. Les structures aux rayons
X de L1 sont disponibles pour I’enzyme dans son état natif [19] ainsi que son complexe
avec le produit d’hydrolyse de moxalactam [20].

1.3.3 Résistance par production des 3-lactamases

La résistance aux antibiotiques est un phénomene plus ancien que 1’apparition des
antibiotiques. Une bactérie est considérée comme résistante a un antibiotique quand la
concentration de cet antibiotique au site de I’infection n’est pas suffisamment élevée pour
inhiber la production de cette bactérie ou de la tuer.
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Les bactéries ont développé différent mécanismes pour résister aux 3-lactamines, elles
possedent plusieurs mécanismes de résistance associés. Le mécanisme le plus important
des bactéries pour contrecarrer 1’activité des B-lactamines est la production d’enzyme de
type B-lactamase [3]. Les B-lactamases sont des enzymes qui hydrolysent et inactivent
les B-lactamines, elles catalysent 1’hydrolyse de la liaison amide du cycle -lactame. Ce
cycle se comporte comme un substrat-suicide d’enzymes, commun a toutes les molécules
de la famille B-lactamines d’antibiotiques.

Il existe deux types de résistance par production de -lactamase, en effet la synthese de
ces enzymes est codée ; soit par un gene chromosomique présent chez toutes les souches
d’une méme espéce, on parle alors de résistance naturelle aux -lactamines ; soit par un
gene porté par un €lément génétique mobile de type plasmide ou transposon, et peut tre
présent chez une souche particuliere, on parle alors de résistance acquise. L’ utilisation
abusive des B-lactamines est 1’origine de I’apparition de nouvelles enzymes ou d’enzymes
mutantes dans le domaine de la santé humaine et animale et en agriculture [21, 22, 23].

1.4 1. Inhibiteur enzymatique

L’inhibition des enzymes joue un role important dans le contrdle des mécanismes bio-
logiques, et notamment dans la régulation des voies métaboliques. Puisque 1’inhibition
d’une enzyme peut tuer un pathogene ou corriger un déséquilibre métabolique.

Généralement, I’inhibiteur d’une enzyme est une molécule qui se lie a une enzyme
et diminue son activité. Il peut également empécher la fixation d’un substrat sur le site
actif en se fixant a sa place, ou provoquer une déformation de I’enzyme qui le rend in-
active. En bloquant I’activité d’une enzyme par un inhibiteur, on peut également tuer un
agent pathogeéne ou corriger un déséquilibre métabolique. De ce fait, nombreux médica-
ments sont des inhibiteurs d’enzymes. En outre, toutes les molécules ou ligands qui se
lient aux enzymes ne sont pas des inhibiteurs ; les activateurs enzymatiques existent éga-
lement et accroissent 1’activité de I’enzyme, tandis que des substrats d’enzymes se lient et
sont convertis en produits dans le cycle catalytique normal de I’enzyme. En enzymologie,
les inhibiteurs sont tres utilisés pour déterminer le mécanisme d’action d’une enzyme. La
liaison d’un inhibiteur peut empécher la pénétration d’un substrat dans le site actif de I’en-
zyme et / ou inhiber I’enzyme. Les inhibiteurs peuvent étre réversibles ou irréversibles.
Les inhibiteurs irréversibles réagissent habituellement avec les enzymes en les modifiant
chimiquement (par exemple par I’intermédiaire de la formation de liaisons covalentes).
Ces inhibiteurs peuvent modifier les résidus d’acides aminés clés qui sont nécessaires
pour I’activité enzymatique. En revanche, les inhibiteurs réversibles se lient de maniere
non covalente et différents types d’inhibition sont produites selon la facon dont ils se lient
al’enzyme.
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De nombreuses molécules de médicaments sont des inhibiteurs d’enzymes, de sorte
que leur découverte et amélioration est un domaine actif de la recherche en biochimie
et de la pharmacologie. Un médicament inhibiteur de 1’enzyme est souvent jugée par sa
spécificité (son absence de liaison a d’autres protéines) et sa force de complexation (sa
constante de dissociation ou d’inhibition, ce qui indique la concentration nécessaire pour
inhiber I’enzyme). 11 est aussi nécessaire de s’assurer qu’un médicament aura peu d’effets
secondaires, et donc une faible toxicité.
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2.1

Méthodes de calcul de Chimie Théorique (TC)

Les méthodes de calcul ab intio s’appuyant sur la mécanique quantique (QM) et
sont fondées sur la résolution de I’équation de Schrodinger. La fonction d’onde d’un
systetme composé de M atomes et N électrons est obtenue en résolvant 1’équation de
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Schrodinger[24] indépendante du temps suivante :

HY = E¥ 2.1

ou E est I’énergie du systeme et H I’hamiltonien du systeme. W sera fonction des coor-
données des noyaux et des électrons. Il n’est cependant pas possible de résoudre rigou-
reusement une telle équation a 1’exception des systemes a un électron. C’est pour cela
que des approximations ont été introduites dans la méthode quantique proposées des les
années 20 afin de pouvoir résoudre cette équation d’une facon approchée.

Soit un systeme composé de N électrons et M noyaux (sans traitement relativiste), 1’ha-
miltonien pour un systeme a couches fermées est donné par :

H=T.+T,+Viet+Ve et Vi (2.2)

L’hamiltonien H est composé de cinq contributions : 1’énergie cinétique des élec-
trons T, I’énergie cinétique des noyaux 7}, I’énergie de répulsion électrostatique électron-
électron V,_,, I’énergie potentielle des électrons dans le champ des noyaux V,_, et I’éner-
gie de répulsion électrostatique entre noyaux V,,_,.

h est la constante de Planck divisée par 27, m, est la masse de 1’électron et e est sa

charge. M4 est la masse du noyau A. R4p est la distance entre le noyau de I’atome A et
celui de I’atome B dont les charges nucléaires sont respectivement Z4 et Zp. Vl-z est le
laplacien du i électron.
Cet hamiltonien ne prend pas en considération les interactions entre les électrons avec les
champs extérieurs au systeme (par exemple : la résonance paramagnétique électronique).
On utilisera par la suite les notations en unités atomiques. Par définition, 1’électron a
une masse d’une unité dans le systeme unité atomique au moyen du modele de Bohr.
L’unité atomique d’énergie, le hartree, est définie comme deux fois I’énergie de liaison de
1’électron dans la premiere orbite de Bohr. On peut alors en déduire :/i = 1 et e = 1.

HZ‘%%‘ZM—Z f+ii—+§ ﬁ

ZaZp

(2.3)

La premiere des approximations a étre introduite est celle de Born-Oppenheimer[25, 26,
27].

2.1.1 Approximation de Born-Oppenheimer

En 1927, Born et Oppenheimer [25, 26, 27] ont proposé de simplifier la résolution de
I’équation (2.1) en séparant la partie électronique de la partie nucléaire dans la fonction
d’onde V.

Cette approximation est basée sur le fait que les électrons ont une vitesse beaucoup plus

22



CHAPITRE 2. METHODOLOGIES DE CALCUL

grande que celle des noyaux, ceci étant dii a la masse beaucoup plus faible des électrons
(environ 1836 fois plus petite que la masse du proton). La fonction d’onde du systéme so-
lution de 1’équation de Schrddinger dans 1’approximation de Born et Oppenheimer peut
donc s’écrire sous la forme d’un produit de deux fonctions :

W(r,R) = Ye(r,R) Y (R) (2.4)

Ou y,(R) est la fonction d’onde nucléaire, Wy, (r,R) est la fonction d’onde électronique
correspondant a un jeu de positions R des noyaux figés, r et R étant respectivement les
positions des électrons et des noyaux.

En négligeant la contribution de 1’operateur énergie cinétique des noyaux vu que leur
vitesse est tres négligeable devant celle des électrons, la fonction d’onde électronique
WY, (r,R) sera alors solution de 1’équation de Schrddinger électronique suivante :

N M N N M M 77
;;rl XYt L Y R

i—1j>i Tl A=1B>A

“‘l\)

Mz

JWe(r,R) = E(R)W,(1,R) (2.5)

I
—

i

Cette équation décrit donc le mouvement électronique dans le champ des noyaux fixes, la
fonction d’onde y,(r,R) et I’énergie E(R) dépendent des coordonnées nucléaires et 1’en-
semble des E(R) constitue ce qu’on appelle une courbe de potentiel (pour une molécule
diatomique) et intervient comme 1’énergie potentielle des noyaux dans 1’équation d’onde
nucléaire [28].

L’équation (2.5) peut encore s’écrire :

[He + V] We(r,R) = E(R)We(r,R) (2.6)
Ou
_ _+ .
i=1 2 z:lA:lriA i=1j>iij
et
M M
ZuZp
Vi—n =
Angg RaB

Y. (r,R) est la fonction propre et E(R) est 1’énergie incluant les interactions électro-
statiques nucléaires solution de I’opérateur H, +V,_,, les indices (i,j) sont relatifs aux
électrons et A et B sont relatifs aux noyaux.

Comme V,_, ne dépend que des coordonnées nucléaires, W, (r, R) vérifie aussi ’équa-
tion suivante :
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HoY,(r,R) = E;y.(r,R) (2.7)

Ou E,(R) est I’énergie électronique du systéme, et on a :

E(R) =E, (R) +Va—n (2.8)

Dans le cas d’une molécule diatomique, la géométrie ne dépend que de la distance entre
les noyaux. La fonction E(R) est appelée courbe de potentiel.

Notons que cette approximation est erronée lorsque deux ou plusieurs solutions de
I’équation (2.7) ont des énergies voisines. Dans la majeure partie des systemes molé-
culaires, cette approximation introduit une erreur. Son utilisation permet de ramener le
probleéme a la résolution de I’équation de Schrodinger électronique pour un ensemble de
géométries des noyaux.

2.1.2 Approximation orbitale et déterminant de Slater

L’ approximation orbitale[29] consiste a exprimer la fonction d’onde ., solution de
I’équation de Schrodinger limitée a I’hamiltonien électronique H, décrit plus haut (Eq
2.6), par un produit de fonctions dépendantes chacune des coordonnées d’un seul élec-
tron :

Ve(1,2...,N) = 01(1)02(2)...9n(N) (2.9)
Les fonctions monoélectroniques ¢; sont donc des orbitales moléculaires renfermant

la partie spatiale aussi bien que la partie spin et sont souvent appelées spin-orbitales qui
peuvent étre considérées comme orthonormales.

< 0il0; >=;;

Malheureusement, cette fonction d’onde Y, ne satisfait pas au principe de Pauli[30]
qui stipule que la fonction d’onde décrivant un systeme multiélectronique doit changer
de signe lors de la permutation des coordonnées de deux électrons quelconques. Dans
I’approximation orbitale, la fonction d’onde qui satisfait ce principe se met sous la forme
d’un déterminant de Slater[31] :

1
We:W ;< 0i]d; >=0;; (2.10)

ON) 0(N) - (V)
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Pour le cas général de N électrons et N spinorbitales, ou ¢; est une spinorbitale produit
d’une orbitale d’espace par sa fonction de spin associée.

Ve(1,2.0.,N) = Ap1 (1)02(2)... 0w ()] @.11)

ou A peut étre dévloppé comme une somme de permutations :

1 N—1

I
A=—=) (“1)/P=—=[1-) Pij+} Pijr—.. 2.12
\/N!,,Z::o( P=Tn z} i+ L Pije ] (2.12)

ijk

1 est 'opérateur identité, tandis que la somme sur P;; produit toutes les permutations
possibles des deux coordonnées €lectroniques, la somme sur P; j; donne toutes les permu-
tations possibles de trois coordonnées électroniques, etc.

Généralement, les orbitales moléculaires sont développées en une combinaison li-
néaire finie d’orbitales atomiques. Cette approche est appelée LCAO (Linear Combinai-
son of Atomic Orbitals)[32].

2.2 Meéthode de Hartree-Fock

Encore appelée approximation du "champ self consistant” SCF, Hartree (1928), Fock
(1930), elle fiit proposée en 1928 par Hartree [33]. Le probleme électronique est un pro-
bleme multi-corps et du fait de la présence des termes d’interaction entre les électrons, il
est impossible de traiter séparément les différents électrons.

Toutefois, on peut séparer les variables en supposant que chaque électron se met dans le
champ moyen des autres électrons.
En définissant pour chaque électron d’un systeéme un hamiltonien de coeur A; par :

N
h:Zhi:Z[—T"—g—] (2.13)

L’hamiltonien électronique pour un systeme a un électron donné par I’équation (2.6)
peut se mettre sous la forme suivante :
N N 1
Ho=Y hi+) — (2.14)
i=1

=i Tij
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L’énergie peut donc étre écrite comme dans 1’équation (2.15) :

E= Z < q)l VHM), )

N N 1
2 ) (<aill !—\¢( 0(2) > = < 0:(1)0;(2)[-~10,(1)0i(2) >) + Vi
i=1j>i
N N N
E=Y hi+Y Y (Jij—Kij)+Van (2.15)
i=1 i=1j>i

Ty =< (1O2)|-10;(1)0;(2) >

Ky =< 0i(1)0,2)|-[0,(1:(2) >

Les intégrales J;; et K;; sont respectivement appelées intégrale de Coulomb et inté-
grale d’échange, I’intégrale de Coulomb a un équivalent en mécanique classique, alors
que I'intégrale d’échange provient de la nécessité d’antisymétriser la fonction d’onde.
Les intégrales de Coulomb et d’échange décrivent les interactions entre les électrons. Le
signe moins pour le terme d’échange provient du facteur (—1)? dans I’opérateur d’anti-
symétrie (Eq 2.12).

L’énergie peut aussi étre écrite sous une forme plus symétrique que dans 1’équation pré-
cédente :

E=Y hi+>) Y (ij—Kij)+Van (2.16)
j i=1j

Pour un systeme a couches fermées, I’énergie électronique dans I’approximation de
Hartree-Fock s’écrit :

7 7 2
E=2) hi+} ¥ (2Jij—Kij)+Van (2.17)

~
I
—_
~.
I
—_
~.
—_
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2.2.1 Les équations de Hartree-Fock

Il s’agit ici de déterminer les orbitales moléculaires qui minimisent 1’énergie donnée
par I’expression (2.16), la meilleure fonction d’onde W, décrivant le systeme doit étre
celle qui correspond a un minimum de 1’énergie.

La variation de 1’énergie, cependant, doit étre effectuée de telle maniere que les OM's (or-
bitales moléculaires) restent orthogonales et normalisées. L’énergie calculée est toujours
supérieure a I’énergie exacte selon le principe variationnel. Ce qui signifie que le signe de
I’erreur est toujours connu, donc pour obtenir 1’énergie Hartree- Fock il faut minimiser
I’énergie calculée en modifiant les spin-orbitales et en leur imposant une contrainte d’or-
thonormalisation. Il s’agit d’une optimisation sous contrainte, et peut étre manipulée au
moyen des multiplicateurs de Lagrange.

Lors de la derniere étape donnant la dérivation de la variation de 1’énergie, il est commode
d’exprimer 1’énergie en termes des opérateurs de Coulomb (J) et d’échange (K).

N 1 N
E:Z<®MW>+§ZK¢MMy>—<%mMﬁﬂ+Wﬂ (2.18)
4 13

310)(2) >=< (D) loi(1) > [o5(2) >

Ki[0j(2) >=< ¢,~<1>|$|¢,~<1> > 10:(2) >

L’écriture de cette condition d’extrémum de 1’énergie par rapport a chaque spinor-
bitale conduit a un ensemble d’équations appelées équations de Hartree-Fock([33] de la
forme :

Fi0), = £;0) (2.19)

les orbitales ¢} sont appelées OM (Orbitales Moléculaires) canoniques.

les équations (2.8) définissent un ensemble de fonctions parmi lesquelles se trouvent des
spinorbitales permettant de construire un déterminant de Slater qui approche le mieux la
fonction d’onde multiélectronique du systeme étudié.

Ces équations définissent un opérateur F, appelé opértateur de Fock, qui vérifie la rela-
tion :

N
Fi=h;+) (J;—K)) (2.20)
J

27



CHAPITRE 2. METHODOLOGIES DE CALCUL

Les équations Hartree-Fock forment un ensemble de valeurs propres des pseudo-équations
(Eq 2.8), 'opérateur de Fock dépend de toutes les OMs occupées par les €lectrons dans
les opérateurs (Coulomb J et I’échange K).

Les OMs canoniques peuvent étre considérées comme un ensemble pratique d’orbitales
pour effectuer le calcul variationnel. L’ énergie totale ne dépend que de la fonction d’onde
totale, qui est un déterminant de Slater écrite en termes des OMs occupées (Eq 2.10). La
fonction d’onde totale est inchangée par une transformation unitaire des OMs occupées
(Des lignes et des colonnes peuvent €tre ajoutées et soustraites dans un déterminant sans
affecter le déterminant lui-méme). Apres avoir déterminé les OMs canoniques, un autre
ensemble d’OMs peut étre généré en formant des combinaisons linéaires, telles que les
OM:s localisées, ou les OMs affichant une hybridation[34].

L’énergie totale peut €tre écrite en termes des énergies des OMs (en utilisant la défi-
nition de F dans les équations (2.8) et (2.3)) :

WMZ
NI*—‘

N
Z Kij) +Vin (2.21)
ij

& =< 0i|Fi|¢; >= h—|—2 ij —Kij)

L’énergie totale n’est pas simplement une somme des énergies des OMs. L’ opérateur
de Fock contient des termes qui décrivent la répulsion de tous les autres €lectrons a tra-
vers les opérateurs J et K, et la somme sur les énergies des OM's compte donc la répulsion
électron-€lectron deux fois, ce qui doit étre corrigé. Il est également clair que 1’énergie
totale ne peut pas €tre exacte, car elle décrit la répulsion entre un électron et tous les autres
électrons, en supposant que leur répartition spatiale est décrite par un ensemble d’orbi-
tales. La répulsion électron-électron est uniquement représentée d’une facon moyenne,
et la méthode HF est donc également considérée comme une approximation de champ
moyen. Comme mentionné précédemment, cela est dii a I’approximation d’un seul déter-
minant de Slater comme choix de fonction d’onde d’essai.

2.2.2 Bases d’orbitales atomiques

Dans les méthodes ab initio , ou utilise un ensemble de fonctions de bases (’’basis
set”)[35] a partir duquel on définit I’ensemble des orbitales moléculaires du systeme chi-
mique étudié¢ (méthode LCAO). Cet ensemble de fonctions de bases fini est, dans le cas,
général, non orthonormé. Cette derniere caractéristique correspond a une intégrale de re-
couvrement S :
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Sij = (Xilxj)

Approximation LCAO

Ces orbitales moléculaires seront prises a priori sous la forme de combinaisons li-
néaires d’orbitales atomiques (C.L.O.A ou en anglais LCAO )[32].
On considere qu’au voisinage d’un noyau, la fonction d’onde ressemble a celle de I’atome
correspondant ; une fonction moléculaire globale ¢ doit donc ressembler a un mélange de
toutes les orbitales atomiques ; et s’écrit donc :

M
0=y citi (2.22)
i=1

Les ¢ peuvent étre considérées comme des vecteurs d’un espace dont I’ensemble des M
orbitales atomiques utilisées constitue la base. la taille de cette base est choisie en fonc-
tion de la qualité du calcul souhaitée.

Il existe deux types d’orbitales atomiques : les orbitales de type Slater et les orbitales de
type gaussiennes.

e Les orbitales de type Slater (Slater type orbitales STO)[36] sont des fonctions de la
forme :

X im(r.0,9) = NY,,(08,9)r" e (2.23)

€ est un paramétre qui décrit la taille de I’orbitale, N la constante de normalisation tandis
que les ¥;,,(6, @) sont les harmoniques sphériques.

e Les orbitales gaussiennes (Gaussien type orbitales GTO)[37, 35] s’écrivent en co-
ordonnées polaires et cartésiennes.

Xenim(70,9) = NYiu(8,9)r> 2 e o (2.24)
Xttt (60,2) = Nalybzle 8 (2.25)

La somme de [y, [, et [, détermine le type de I’orbitale (par exemple I, + [, + 1, = 1
est une orbitale-p). De part leur dépendance en 72 les orbitales de type gaussiennes re-
présentent moins bien (par rapport aux STOs) le comportement des électrons lorsqu’ils
sont tres proches du noyau ainsi que lorsqu’ils en sont tres éloignés. Bien que leur qualité
est inférieure a celle des STOs, les GT Os ont ’avantage de donner dans I’approximation
LCAO une bonne représentation de OMs. Ainsi, pour obtenir une qualité équivalente a
une STO, il est nécessaire de combiner plusieurs GT O;. Par ailleurs, les orbitales gaus-
siennes sont commodes pour le calcul des intégrales a plusieurs centres qui peuvent étre
déterminées analytiquement ou numériquement a I’aide d’un schéma unidimensionnel
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s’appuyant sur la reégle du produit des gaussiennes.

Base Minimale

Une base minimale consiste a ne prendre que le nombre minimal de fonctions de base
correspondant a tous les électrons du systeme. Par exemple, une seule fonction s pour
I’hydrogene, deux fonctions s (Is et 2s) et un ensemble de fonctions p (2py, 2py et 2p; )
pour le carbone.

Exemple : STO-nG ; il s’agit d’une base minimale pour laquelle n orbitales gaussiennes
primitives sont ajustées a une orbitale de type Slater (STO).

Bases étendues (Double Zeta, Triple Zeta,... )

Une base étendue consiste a un doublement d’OAs, un triplement d’OAy,... etc, de
chaque base pour les atomes. Par exemple, pour une base Double Zeta, I’hydrogene est
défini par deux OAs : Is et 1s’ ; le carbone est défini par 10 OA; : 1s, 1s’, 2s, 2s’, 2p, 2p’.
Notation : DZ pour Double Zeta, TZ pour Triple Zeta, QZ pour Quadruple Zeta, 5Z pour
Quintuple Zeta, 6Z pour Sextuple Zeta,...

Doubler, tripler,..., le nombre d’OAs permet de mieux décrire la répartition anisotrope
des électrons dans I’espace.

Bases étendues polarisées

Ce sont des fonctions de moment angulaire supérieur a celui des fonctions précé-
dentes. Typiquement, cela consiste a rajouter des orbitales p aux hydrogenes, d au car-
bone. Dans la plupart des cas ou 1’on ne tient pas compte de la corrélation électronique,
le premier jeu de fonctions de polarisations est suffisant pour décrire les effets de pola-
risation électronique. Cependant, dans les méthodes incluant la corrélation électronique,
il peut s’avérer crucial d’inclure plusieurs niveaux de polarisation. En utilisant les nota-
tions précédentes, on peut définir des jeux de bases différents tels que par exemple DZP
(Double Zeta + Polarisation) et TZ2P (Triple Zeta + Double Polarisation).

Bases diffuses

Ce sont des fonctions avec un petit exposant. Elles permettent de mieux décrire les
parties des OMs éloignées des noyaux.
Elle sont nécessaires pour décrire les interactions (Exemple : I’interactions de Van der
Waals de longue portée [38]).
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Les potentiel effectifs ou pseudo potentiels de coeur

Dans un pseudo-potentiel, les électrons de coeur et le noyau forment un potentiel
effectif agissant sur les électrons de valence. Les électrons de coeur sont alors pour ainsi
dire "fixés". Plusieurs pseudo-potentiels ont ét€ mis au point commme le pseudo-potentiel
LANL2DZ [39, 40] et sa version partiellement décontractée LANL2TZ.

2.2.3 Champ auto-cohérant et limite Hartree-Fock

Pour résoudre 1’équation de HF(2.19), Roothan[41] a proposé d’exprimer les spin-
orbitales dans un ensemble de fonctions de base selon la méthode LCAQO. On obtient
alors 1’équation de Roothan[42, 43] :

FCy = &SCy (2.26)

Ou ¢ est une matrice diagonale des énergies orbitalaires : chacun de ses éléments
présente 1’énergie d’un électron dans 1’orbitale moléculaire. F est la matrice de Fock re-
présentant le mouvement d’un électron dans le champ du noyau et des autres électrons,
autrement dit elle présente 1’effet du champ moyen crée par tous les €électrons sur chaque
orbitale. § est la matrice de recouvrement représentant le recouvrement entre différentes
orbitales. C est la matrice formée par les coefficients des développements d’orbitales mo-
léculaires sur les fonctions de base (chaque colonne de C est une orbitale moléculaire).

[’équation (2.26) n’est pas linéaire et doit etre résolue d’une maniere itérative a 1’aide
d’une procédure auto-cohérente nommée champ auto-cohérent[] ou méthode SCF pour le

mot anglais Self Consistent Field. Cette méthode procéde comme suit :

1. spécifier le systeme (atome ou molécule), les fonctions de base et les états électro-
niques a étudier (singlet, triplet,..) ainsi que leur symétrie.

2. faire une premiere estimation des coefficients C des orbitales moléculaires.
3. former la matrice F.
4. résoudre 1’équation (2.26).

5. utiliser des nouveaux coefficients C des orbitales moléculaires afin de former une nou-
velle matrice de Fock.

6. retourner a 1’étape 5 et répéter jusqu’a atteindre une convergence des énergies défi-

nie par un seuil pré établi d’une itération a une autre. L’énergie est a son minimum. Les
solutions donnent un ensemble d’orbitales, soit occupées, soit virtuelles.
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La méthode SCF est résumée par la donnée de la Figure 2.1.

SCF = Self Consistent Field

FIGURE 2.1 — Illustration de la procédure de la méthode SCF.

L’une des approximations jusqu’ici utilisée est la combinaison linéaire d’orbitales ato-
miques (LCAO). Supposons qu’on obtient I’énergie Hartree-Fock E1 d’une molécule a
partir d’une base B1. On peut construire une base B2 a partir de B1 en ajoutant quelques
fonctions de base (exemple : 6-31G* a partir de 6-31G). Parce que I’énergie Hartree-Fock
est obtenue a partir du principe variationnel, I’énergie Hartree-Fock E2 obtenue a partir
de B2 est plus petite : E2 < E1. Ainsi, plus la base utilisée va étre "grande", plus I’énergie
Hartree-Fock va diminuer, pour atteindre une limite : I'Energie Limite Hartree-Fock.

Cette énergie n’est pas la "vraie" énergie du systeme.

Eexaae < EHF
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2.2.4 Les méthodes Post-Hartree-Fock

La différence entre I’énergie limite Hartree-Fock et 1’énergie exacte (dans le cas d’un
systeme non relativiste) est appelée 1’énergie de corrélation. Elle est diie au fait que les
équations de Hartree-Fock utilisent I’approximation orbitale associée a un déterminant de
Slater : les électrons sont décrits par des fonctions d’ondes moléculaires indépendantes.

Les équations de Hartree-Fock correspondent donc a I’approximation suivante : chaque
électron a une trajectoire indépendante dans un champ moyen d’interactions dii aux autres
électrons (approximation du champ moyen). La corrélation électronique correspond au
fait qu’en réalité, la position de chaque électron est influencée par la position des autres
électrons (a I’instant t).

Il existe différentes méthodes ab initio permettant de prendre en compte par le calcul cette
corrélation électronique : ce sont les méthodes post-Hartree-Fock ( Exemple : Méthode
d’interaction de configuration (CI) [44, 45], Méthode de Mgller-Plesset (MP) [46]....etc).

Dans les méthodes décrites précédemment, un systeme a N électrons est décrit par
une fonction d’onde qui dépend de 4N variables (3N variables d’espace et n variables de
spin).

De plus, ces méthodes sont trés cofiteuses en temps de calcul CPU ! et en mémoire, en
particulier pour des systemes de grandes tailles.

L’idée fondamentale de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT) est de réduire
le nombre de variables en remplacant la fonction d’onde par une fonctionnelle qui est "la
densité électronique” p(x,y,z) qui ne dépend que de 3 variables seulement.

2.2.5 Théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT)

I) Principe des calculs DFT
a) Fondement de la théorie DFT

Historiquement, les premiers a avoir exprimé I’énergie en fonction de la densité furent

Thomas (1927)[47], Fermi (1927, 1928) [48] et Dirac (1930) [49] sur le modele du gaz
uniforme d’électrons non interagissant.
Le but des méthodes DFT est de déterminer des fonctionnelles qui permettent de relier la
densité €lectronique a 1’énergie [50]. Cependant, la DFT a véritablement débuté avec les
théoremes fondamentaux de Hohenberg et Kohn en 1964 [51] qui établissent une relation
fonctionnelle entre I’énergie de I’état fondamental et sa densité électronique.

eThéoreme de Hohenberg et Kohn :

1. Le CPU Time est le temps passé par un programme sur le processeur. Ce temps est une constante : il
ne dépend pas de la charge de travail de la machine
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Enoncé : L'énergie d’un systeme moléculaire, la fonction d’onde et toutes les autres
propriétés électroniques de 1’état fondamental sont déterminées a partir de la densité élec-
tronique de I’état fondamental p(x,y,z).

Rappelons I’expression de I’hamiltionien électronique :

N VZ N
HZ—Z——I—ZZ——ZVI’, (2.27)
i=1 i=1j>i Hij =1
M Za
v(ry) = AZI o (2.28)

v(r;) : potentiel externe de 1’électron i :

Ce potentiel correspond a I’attraction de I’électron (i) par tous les noyaux qui sont ex-
ternes par rapport au systeme d’électrons.

p : exprime la densité électronique au point r. En intégrant cette densité ponctuelle sur
tout I’espace, on obtient le nombre total d’électrons :

/ p(r)dr=n (2.29)
La fonctionelle de 1’énergie totale peut s’écrire comme la somme de trois fonctionnelles :
E[p] = T[p] + Vn—e[p] + Ve—e[p] (2.30)

avec
—elp] = /p(r)v(r)dr (2.31)

Par conséquent, la fonctionnelle de 1’énergie peut s’écrire :

/ p(r)v(r)dr+F[p] (2.32)

avec
Flp]l =T[p]+ Vel (2.33)

La fonctionnelle F[p] est inconnue.

b) Méthode de Kohn et Sham

L’énergie est décomposée comme suit en termes d’énergie cinétique T, d’énergie po-
tentielle noyaux-électrons V,,_, et électrons-électrons V,_,, toutes des fonctionnelles de p.

E= T[p] + Vn—e[p] + Ve—e[p] (2.34)

Remarque :
La répulsion nucléaire (V,,—,) est une constante dans 1’approximation de Born-Oppenheimer,
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comme mentionné plus haut.

Seul, le deuxieme terme s’exprime aisément : la charge d’un volume élémentaire de
coordonnée r; étant p(ry)dv,ona:

/ ZZAP ri)dvi (2.35)

Les deux autres fonctionnelles sont inconnues. Une partie de 1’énergie électrons-
électrons peut s’exprimer sous la forme de la répulsion de deux charges pdv placées en
deux points distants de ry2, soit :

_ / /p(ﬁ)p(r*z)dvldvz (2.36)
r12

Mais ce terme, entre autres inconvénients, n’est pas corrélé, puisque le produit des

densités de probabilité devrait étre modulé en fonction de ri;. L’énergie d’échange n’y
est pas non plus incluse. En outre, tous les €lectrons participant a la densité totale, un
méme électron a une certaine densité en ry et en r,, de sorte que cette relation le fait in-
teragir avec lui-méme (self interaction) !
Suivant la méthode de Kohn-Sham [51], la densité est exprimée le plus souvent en fonc-
tion d’un déterminant de Slater d’orbitales moléculaires (monoélectroniques). Ces or-
bitales de Kohn- Sham @; ne sont pas identiques aux orbitales HF : ce sont celles d’un
systeme fictif d’électrons sans interaction, mais possédant la méme densité que le systeme
réel. Ceci permet d’exprimer sans approximation les termes V,,_, et J. L’énergie cinétique
de ce systeme, puisque I’opérateur associé est monoélectronique est :

1
Ty = —§Z<(Pi|A|(Pi> (2.37)

Mais elle n’est pas €gale a I’énergie cinétique du systeme réel. Tout le reste de 1’éner-
gie est regroupé dans un terme E,. d’échange corrélation, soit finalement, en exprimant
les densités en fonction des OMs de Kohn-Sham (KS) :

1
E = ——Z ¢i|Al@;)

ZA!(Pz r1 ! )[7dvy
DY D
b X [ [10GP ei() Panr,

i,j>i
+  Ex[p(P)]
(2.38)

Le terme d’échange corrélation doit dépendre explicitement de r| et r». Son expres-
sion représente la principale difficulté de la méthode, et de nombreuses solutions ont €té
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proposées.

Ensuite, on est dans une situation assez semblable a celle de SCF. Une énergie a minimiser
est exprimée en fonction des orbitales KS, également inconnues a priori. Des méthodes
itératives sont donc utilisées, a partir de fonctions d’essai fournissent directement I’éner-
gie corrélée pour calculer le terme d’énergie d’échange et corrélation Exc.

II) Les différentes méthodes fondées sur la DFT

Comme nous I’avons dit, il existe de nombreuses approximations de la fonctionnelle
d’échange-corrélation ; elles sont désignées dans Gaussian par un groupe de lettres (sou-
vent les initales des auteurs) dont la premicre partie désigne la méthode de calcul de
I’échange et la deuxieme celle de la corrélation.

Exemples :

Echange Corrélation Fonctionnelle d’échange-corrélation

S VWN SVWN
S VWNS5 SVWN
B LYP BLYP

a) L’approximation de la densité locale

Dans un seul cas modele, celui du gaz uniforme d’électrons (correspondant assez bien
aux électrons de la bande de conduction d’un métal), on connait les expressions exactes
ou avec une excellente approximation des termes d’échange et de corrélation respecti-
vement. Dans cette approximation LDA [52] (Local Density Approximation), la densité
électronique est supposée localement uniforme et la fonctionnelle d’échange-corrélation
est de la forme :

EEPAp] = [ p(Pexc(p(P)dy (2:39)

Son extension aux systémes sans contrainte de spin (unrestricted) prend le nom de
LSD (Local Spin Density). La fonctionnelle d’échange-corrélation distingue les densités
o et B sous la forme :

E papgl = [ p(F)exc(pa(). pp())dy (240

Le mot-clef correspondant dans Gaussian est SVWN (échange : Slater ; corrélation :
Vosko,Wilk, Nusair) et SVWNS5 [53, 54]. Ces méthodes fournissent souvent d’assez bonnes
propriétés moléculaires (géométrie, fréquences) mais conduisent généralement a de tres
mauvaises données énergétiques telles que énergies de liaison etc...
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b) Approximation du gradient généralisé (GGA) et fonctionnelles hybrides

Pour pallier les défauts des méthodes LDA et LSD, I’approximation du gradient gé-
néralisé considere des fonctions d’échange-corrélation dépendant non seulement de la
densité en chaque point, mais aussi de son gradient, de la forme générale :

ELPA[p, pg) = / F(PocsPp: VPa VPp)dv 2.41)

La partie d’échange est en général la fonctionnelle de Becke (B), la partie de corréla-

tion celle de Lee, Yang et Parr (LYP) ou celle de Perdew-Wang (PW) avec les variantes
86et9l.
Enfin, il s’est avéré que dans les méthodes LDA, il faut noter, que d’autre part, comme
on I’a vu, la méthode HF traitait correctement 1’énergie d’échange, d’ou des méthodes
hybrides basées sur une combinaison empirique de ces énergies avec 1’énergie GGA. La
plus répandue est la méthode de, Becke a trois parametres, (B3); ainsi, la fonctionnelle
B3LYP [55] utilise la fonctionnelle LYP pour la partie correlation. Les parametres ont été
ajustés pour reproduire les valeurs des énergies d’atomisation. La partie GGA peut étre
également les fonctionnelles PW91 et PW86 [56].

e) La DFT et les corrections de dispersion

Les approximations DFT standard ne décrivent pas correctement les interactions faibles
(interactions intra- et intermoléculaires de van der Waals). Ces interactions ne sont pas
bien modélisées par la DFT et responsables de nombreux phénomenes structuraux et éner-
gétiques tels que le repliement des protéines, la reconnaissance moléculaire, I’empilement
de molécules organiques en phase cristalline ou les assemblages supramoléculaires. Le
développement d’approches pour résoudre ce probleme a été un secteur de recherche et
de développements pour les méthodes DFT, récemment.

Plusieurs approches ont été développées pour résoudre ce probleme, les plus utilisées sont
les méthodes vdW-DF dans lesquelles un terme de dispersion non-locale est inclus expli-
citement dans la fonctionnelle, les fonctionnelles hybrides paramétrées qui représentent
une certaine dispersion (comme la fonctionnelle M062X[57]) et les corrections empi-
riques typiquement notées par la lettre D.

La DFT-D est une correction de dispersion empirique générale qui a été proposée par Ste-
fan Grimme [58]pour les calculs de la fonctionnelle de la densité. Une version modifiée
de I’approche avec extension a plusieurs éléments et plus de fonctionnalités a été publiée
dans la référence [59] «DFT-D2». La mise en ceuvre la plus récente [60] «DFT-D3», est
moins empirique.

Les fonctionnelles DFT-D1, DFT-D2 et DFT-D3 corrigées par 1’énergie de dispersion,
comme la B3LYP-D3, ne sont pas de nouvelles fonctionnelles mais un mélange de fonc-
tionnelles classiques et d’un terme empirique d’énergie de dispersion Eyjs,. L’ €énergie de
dispersion est calculée séparément et ajoutée a 1’énergie DFT :
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Eprr-p3 = Eprr—ks — Eaisp (2.42)

Egisp = E® + EB) (2.43)

Ou Exs_prr est I’énergie auto-cohérente de Kohn-Sham habituelle telle qu’obtenue a
g q

partir de la fonctionelle choisie et I’énergie de correction de dispersion Eg;, est donnée

par la somme des énergies des contributions a deux et a trois corps.

Le terme a deux corps est donné par :

CAB

EQ=Y Y sitizfun(ran) (2.44)

ABn=68,10,.. 'n

la premiere somme désigne la somme sur toutes les paires d’atomes dans le systeme,
CﬁB représente le coefficient de dispersion moyenne (isotopique) d’ordre n (n = 6,8,10,...)
pour la paire d’atomes AB, r,, est la distance inter-nucléaire et f;, est une fonction
d’amortissement.

2.3 Méthodes de Mécanique Moléculaire (MM)

La mécanique moléculaire (MM) correspond a I’utilisation des lois de la mécanique
newtonienne (mécanique classique). La MM est apparue en 1930 [61], mais s’est déve-
loppée a partir des années soixante, quand les ordinateurs furent plus accessibles et plus
performants. La MM est basée sur 1’approximation de Born-Oppenheimer selon laquelle
les électrons sont beaucoup plus rapides que les noyaux est ces derniers sont donc impli-
citement traités. La MM est une méthode empirique ou les atomes (les noyaux) sont re-
présentés par des spheres, et les liaisons par des ressorts de différentes forces. Les valeurs
de ces forces proviennent de données expérimentales de spectroscopie vibrationnelle, de
données de diffraction des RX ou des valeurs obtenues par les méthodes ab-initio. Le
calcul de I’ensemble de ces forces, selon les regles établies pour les oscillateurs harmo-
niques, permet d’obtenir 1’énergie moléculaire et de déterminer la structure tridimension-
nelle. Aujourd’hui, la MM est utilisée pour interpréter les données expérimentales (RX,
RMN). L’avantage principal de la MM par rapport aux autres méthodes est la rapidité des
calculs. Ceci est dii a une simplification des équations du champ de forces ; il est donc
possible de traiter des systemes moléculaires comprenant un tres grand nombre d’atomes.

Généralement, La MM est une méthode permettant d’étudier la structure et le compor-
tement des molécules mais elle est moins coliteuse, plus rapide et, donc, peut étre utilisée
pour d’écrire les systeme de milliers d’atomes tels que les macromolécules 2 biologiques.

2. molécule dont la masse dépasse les milliers de dalton (le dalton est approximativement égal a la
masse d’un atome d’hydrogene, soit 1,66 10727 kg). C’est le cas des protéines est des acides nucléiques.
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En revanche, cette méthode ne prend pas en compte la structure électronique moléculaire.
Il est donc impossible d’étudier des systemes dans lesquels les effets électroniques sont
prédominants. Ainsi, la validité des résultats (résultats des énergies) ne dépend que de la
paramétrisation originale des constantes internes au champ de force.

2.3.1 Liaisons et interactions atomiques

La MM considere que les atomes sont décrits par des spheres, et sont soumis a des
forces d’interaction avec les autres atomes qui résultent essentiellement de la composante
électronique des atomes. Donc chaque atome est représenté par une sphere de charge
ponctuelle soumise a des forces d’interaction résultant des autres atomes voisins. La liai-
son covalente > est le principal type de force dirigée. Un atome peut également étre sou-
mis a différents types de champs de force. Ainsi dans une molécule organique, en plus
des liaisons covalentes, les atomes sont soumis a des interactions intermoléculaires avec
les atomes auxquels ils ne sont pas li€s chimiquement, ce sont les interactions de van
der Waals ou éventuellement les interactions électrostatiques. Chacune de ces liaisons,
ou de ces interactions, sont des interactions de paires, entre deux atomes, décrites par
une force qui dérive d’un potentiel. Par définition, un champ de force est constitué par
I’ensemble de tous les potentiels d’interaction interatomique agissant dans le systeme. Il
est ainsi possible de décrire les molécules organiques, les métaux, les céramiques et des
matériaux ioniques. A chacune de ces interactions interatomiques correspond une énergie
potentielle.

2.3.2 Termes d’énergie

Les premiers logiciels de modélisation (Allinger [62]en 1977 et Ermer [63]en 1973),
traitaient des petites molécules et ont été utilisés en cristallographie pour la résolution de
structures plus importantes comme celles des oligonucléotides.

Le fondement de la mécanique et de la dynamique moléculaire repose sur I’hypothese
qu’on peut approcher la surface d’énergie de Born-Oppenheimer d’une molécule par une
fonction analytique [64]. Cette fonction est de la forme :

Etor = Estr + Epond + Etors + Eéiectro + Evaw + El7h. (2-45)

str -

n
Z (r — ror)?

1 m
Epena = 5 Y Ki(6—60)°
i=1

NI*—‘

3. Laision entre deux atomes résulant de la mise en commun de deux électrons provenant séparément
de chacun d’eux
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Eiors = ZZVn(l —|—COS(n¢ _Y)

1j=1
1
Eyay EZZV(’Q])
i
Cii D
Etp=Y, w15~ w10
j>1R1 R'l'

L’énergie potentielle totale E;,; d’une molécule est divisée en 6 termes qui sont attri-
bués aux énergies de liaisons ("stretch"), aux angles ("bend"), aux torsions (les angles di-
hédraux), aux liaisons hydrogene et aux interactions non-liantes (forces de Van der Walls
et électrostatiques).

Chacun de ces termes possédant une position d’équilibre préférentielle (longueur de
liaison, angle de liaison...). La recherche de I’énergie minimale par optimisation de la géo-
métrie joue un role primordial. L’ énergie de la molécule est exprimée sous la forme d’une
somme de contributions associées aux écarts de la structure par rapport a des parametres
structuraux de référence. A cet égard, la mécanique moléculaire ressemble aux modeles
de type "tiges et boules". Un calcul MM aboutit a une disposition des noyaux telle que
la somme de toutes les contributions énergétiques est minimisée ; ces résultats concer-
nant surtout la géométrie et I’énergie du systeme. L’idée directrice de cette méthode est
d’établir, par le choix des fonctions énergétiques et des parametres qu’elles contiennent,
un modele mathématique, le "champ de force", qui représente aussi bien que possible les
variations de 1’énergie potentielle avec la géométrie moléculaire. Cependant, il n’existe
pas encore de modele unique permettant de simuler tous les aspects du comportement
moléculaire, mais un ensemble de modeles.

2.3.3 Définitions des différents termes d’énergie

DEnergies des liaisons covalentes
a) Energies de liaisons

La liaison chimique entre deux atomes est décrite comme un puits de potentiel har-
monique. Cette approximation n’est valable qu’au voisinage de 1’équilibre. La liaison ne
peut se briser et elle est matérialisée par un ressort : un ressort comprimé ou dilaté emma-
gasine en effet de I’énergie potentielle élastique. Cette énergie potentielle emmagasinée
par le ressort est égale au travail effectué par la force qui a permis de le comprimer ou de
le dilater. L’énergie de liaison est :

NI*—‘

str -

n
Z (ri—ror)? (2.46)
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ou [ représente la liaison étudiée, n le nombre de liaisons, k; est la constante de force
associée a cette liaison, r(; la longueur d’équilibre de cette liaison et r; la longueur de la
liaison a I’instant t.

Mais cette équation n’est pas toujours assez précise pour représenter les liaisons au
voisinage de I’équilibre. C’est pourquoi Allinger développa dans les années 90 un poten-
tiel anharmonique représenté par un polyndome d’ordre 4 afin d’augmenter la précision
[65, 66, 67].

str -

n
Z kl rp— 7‘01 —l—kl3(7‘1 — 7’01)3 —+ k14(rl — 1’01)4] (247)

NI*—‘

b) Energie angulaire

L’énergie de flexion peut étre écrite avec un simple potentiel harmonique, comme dans
I’équation 2.48

1 m
Epend = 5 ) Ki(0—60)° (2.48)
i=1

ou m est le nombre d’angles 0, K; est la constante de force de 1’angle étudié, 0 I’angle
de référence et 6 I’angle a I’équilibre.

De la méme facon, un polyndme d’ordre supérieur peut étre utilisé pour décrire avec
plus de précision I’énergie de déformation des angles :

1m

Epend = 5 ) [Ki(0—60)” +K;(6—00)° +K; (6—60). (2.49)
i=1

¢) Energie de torsion

La torsion d’une liaison définit un angle diédral ¢ autour de la liaison centrale entre
les atomes B et C (en considérant un enchainement d’atomes A-B-C-D).

L’expression de 1’énergie de torsion est donnée par 1’équation 2.49 :

P
Etors = Z Viors- (2.50)
i=1

Chaque potentiel de torsion V;,, a la forme suivante :
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FIGURE 2.2 — ’angle de torsion (diedre) A-B-C-D, (¢) est I’angle entre les plans (ABC)
et (BCD).

P
Viors = Y Va(1+cos(nd —7). (2.51)
n=0

ou V,, est une constante qui détermine la barriere de rotation autour de la liaison B-C, y
représente la phase et le nombre de termes p la périodicité. Ce potentiel est anharmonique
et est représenté par plusieurs minima.

Chaque terme correspondant a un angle diedre ¢ contient plusieurs termes en V; : le terme
en V] correspond a une rotation complete autour de la liaison, le terme en V, a un demi
tour etc [62, 68].

IT)Energies des liaisons non-covalentes

Toutes ces interactions concernent les atomes qui appartiennent a des molécules dif-
férentes ou qui sont séparés par plus de deux liaison covalentes. Les interactions sont
décrites par deux termes : un terme de LENNARD-JONES, aussi appelé terme de VAN
DER WAALS et un terme électrostatique.

a) Energie de Van der Waals

Les interactions van der Waals sont des interactions de type dipdle induit-dipdle in-
duit. Tant que la distance interatomique n’est pas inférieure au rayon de van der Waals,
la fonction en 6-12 simule de maniere correcte I’interaction entre atomes non liés ("non
bonded"). La fonction de Lennard-Jones (L-J), dite couramment potentiel "6-12", est la
plus souvent utilisée dans les programmes de modélisation moléculaire. On peut cepen-
dant rencontrer quelques variantes comme la fonction de Buckingham, de Morse et la
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fonction n-m.

.

energie

(=]

-

fo distance

FIGURE 2.3 — Modele des parametres de van der Waals pour une molécule diatomique de
type X-X. Energie d’interaction en fonction de la distance interatomique.

L’energie de Van der Waals est représentée par une somme de potentiels a deux corps
iet]j (Eq.2.51). Chaque potentiel de paire V est la somme de deux termes (Eq.2.52). Le
premier correspond a des forces de dispersion, le second représente les forces répulsives.

1
Evaw =753V (rij) (2.52)
i
V=2l )R- () (2.53)

ou r est la distance, rg est la distance pour laquelle I’énergie est nulle et € est la pro-
fondeur du puits d’énergie minimale.

b) Energie électrostatique

Le potentiel €lectrostatique entre deux charges g; et g; de deux atomes i et j est donné
par la loi de Coulomb et I’énergie coulombienne est :

1 n n

Ecovtomb = E Z] Z’]
i=1j=

qi4j
— 2.54
Dl’ij ( )

ou n est le nombre de charges, D est une constante effective di€lectrique et r;; étant la
distance qui sépare les deux charges g; et g;.
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avec
D = 4mepe,

go est la permittivité du vide, et pour simuler 1’effet d’écran* des charges par le sol-
vant, on prend une "constante di€lectrique"”, €,, proportionnelle a r;;, distance entre les
charges (souvent €. = 4 x r;;). On peut aussi opter pour la constante diélectrique plus une
fonction sigmoide de r;; [69].

¢) Energies de liaisons hydrogene

Les liaisons hydrogenes sont un cas particulier des liaisons de van der Waals. Elles
sont en partie de nature dipdle-dipdle mais ont une énergie dix fois plus importante que
celle observée pour une interaction de vdW classique. Plusieurs expressions de potentiel
se rencontrent suivant les champs de forces. On peut, par exemple, utiliser une expression
de type Lennard-Jones (avec des coefficients différents, par exemple 10-12), comme dans
I’équation 1.11, ou encore avec la partie répulsive sous forme d’exponentielle.

Cij  Dij

P N (2.55)
tj Ly

J>i
La liaison hydrogene est une interaction entre deux atomes €lectronégatifs. L'un est
appelé donneur D et peut €tre un atome d’oxygene, d’azote, ou fluor et I’autre est appelé
accepteur A et peut €tre aussi un atome d’oxygene (O), d’azote (N), ou de fluor (F).
L’interaction entre le groupe D-H et I’atome A est de type électrostatique [70]

d) Termes croisés

L’indépendance de ces différents termes énergétiques représente une des approxima-
tions utilisées en mécanique moléculaire. En réalité, I’énergie de la molécule ne dépend
pas de maniere totalement indépendante des longueurs de liaisons et des angles de ces
liaisons. Le couplage entre ces degrés de liberté peut €tre décrit par de nouveaux termes
croisés, qui augmentent ainsi la précision du champ de force. Normalement, ces termes
sont représentés par des potentiels harmoniques. Les plus importants couplages sont :

e un terme élongation-élongation : ces interactions sont importantes dans les systémes
contenant des liaisons 7. Le potentiel a la forme suivante :

1
Vitr—str = EKbb’ [(}’ - }’0)(7‘/ - 7‘6)] (2.56)

ou Kj;y la constante de force associée aux ressorts b et b’, ro sa longueur d’équilibre,
r sa longueur a I’instant t et r;, la longueur d’équilibre du ressort b’ et 1’ sa longueur a

4. caractérisée par, G, appelée constante d’écran, représente 1’ effet moyen exercé par les autres électrons
sur I’ électron donné.
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I’instant t.

e un terme élongation-flexion : I'utilisation de ce terme croisé est limitée a un angle
et une liaison entre deux atomes constituant cet angle. Il a une influence importante sur la
structure et les fréquences vibrationnelles du systeme. Sa forme est similaire a celle dans
I’équation 2.55.

e un terme élongation-torsion : ce terme croisé entre un angle diédral et sa liaison
centrale est décrite par un des potentiels suivants :

n
Vitr—torsion = Z Kby(r - I”()) cosny (2.57)
i=1

n
Vitr—torsion = Kb’y(r - I’()) (1 +cos Vl’Y) (2.58)
=1

1

ou n le nombre de termes possibles, Ky la constante de force du ressort b situé sur
la liaison centrale de 1’angle de torsion v, ry sa longueur d’équilibre et r sa longueur a
I’instant t.

e un terme flexion-flexion-torsion : ces termes couplent un angle diédral A-B-C-D aux
deux angles A-B-C et B-C-D.

kogry (6 —60) (8" —6)) cosy (2.59)

Vbond —bond—torsion =

| =
1=

=1

~

ol i représente le terme croisé €tudié, n le nombre de termes possibles, kggry 1a constante
de force de I’angle 0 (avec 0y, son angle de référence), 0’ (avec 0}, son angle de référence)
et ’angle diédral .

Il existe dans la littérature de nombreux champs de force empiriques permettant de
modéliser des systemes de nature différente. L’ écriture et la paramétrisation de ces champs
de force different, mais ils posseédent tous des termes de valence et des termes d’inter-
action d’atomes non liés. L'énergie potentielle d’un systeme moléculaire en interaction
contient plusieurs composantes qui modélisent les forces intra- et intermoléculaires et
I’expression de cette énergie potentielle différente d’un champ de force a un autre, donc
il faut noter que les expressions des potentiels mentionnées ci-dessus ne sont pas exactes,
mais des simplifications et elles peuvent étre encore plus développées ou encore plus sim-
plifiées selon le champ de force utilisé.
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2.3.4 Champs de Force

Le développement des champs de force et de leurs parametres a commencé dans les
années 60 et a nécessité plusieurs étapes. Les champs de force dans lesquels a été décrite
la surface d’énergie potentielle des hydrocarbures, des protéines, des acides nucléiques,
et aussi pour d’autres composants, ont été€ introduits et appliqués a beaucoup d’études.
Les champs de force sont un des ingrédients des logiciels de modélisation moléculaire
les plus délicats a mettre en oeuvre [71]. En effet, ils contiennent tous les parametres qui
entrent en jeu dans la simulation (minimisation d’énergie ou dynamique). Celle-ci utilise
ces parametres pour calculer I’énergie moléculaire et les forces qui s’exercent sur chacun
des atomes. Les champs de force contiennent les valeurs d’équilibre pour les longueurs
de liaisons atomiques, les angles de liaison, les angles diedres, les torsions hors du plan
("improper torsions") pour des atomes liés a un cycle aromatique. Dans les champs de
force coexistent plusieurs types d’atomes pour chaque élément du tableau de Mendeleev,
et d’autant plus que 1’on retrouve 1’atome en question dans des configurations différentes
en géométrie ou en énergie. Par exemple, plusieurs types d’atomes sont nécessaires pour
simuler un atome de carbone dans ses états de liaisons spl, sp2 ou sp3, de méme qu’un
carbone sp3 engagé dans un cycle a 3,4,5 ou 6 carbones ne peut pas étre représenté par
le méme atome dans le champ de force vu que ces différentes conformations n’ont pas
les mémes caractéristiques structurales. Le but du jeu est évidemment de décrire avec le
moins de types d’atomes possibles toutes les configurations possibles.

Les premiers champs de force étaient plus spécifiques de certaines classes de molécules
(oléfines ou ADN [72] et protéines [73]...). Les premiers calculs ont aussi montré que les
forces de van der Waals sont des quantités importantes pour des simulations moléculaires
correctes [62].

D’autre part, les calculs peuvent inclure le solvant, sa polarisabilité ou son rdle d’écran.
Le role électrique du solvant est mimé par la constante diélectrique incluse dans la fonc-
tion énergie.

2.3.5 Les différents types de champs de force

Les champs de force dans lesquels a été décrite la surface d’énergie potentielle des
hydrocarbures, des protéines, des acides nucléiques, et aussi pour d’autres composants,
ont été introduits et appliqués a beaucoup d’études. Différents champs de force existent,
ils different par trois aspects :

1. La définition de chaque terme énergétique,
2. Le nombre de termes croisés ajoutés,
3. Le type d’informations utilisé pour adapter les parametres.

Les champs de force sont divisés en 2 classes : la classe I et la classe I1.
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I) Les champs de force classe 1

Ce type de champ de force est utilisé pour traiter de gros systémes, comme les pro-
téines ou I’ADN. La forme des termes énergétiques est aussi simple que possible. Les
premiers champs de force développés furent des classes I. Ils sont constitués de termes
harmoniques qui décrivent les interactions des liaisons covalentes et sont paramétrés sur
des observations expérimentales de spectroscopie, propriétés thermodynamiques et struc-
tures cristallines. Plus tard, des termes plus complexes furent ajoutés mais toujours pa-
ramétrés sur I’expérience ou sur des calculs de chimie quantique. Se situent dans cette
classe, les champs de force suivants :

e MM1 : premier champ de force développé par Allinger [74].

e CFF-3 : champ de force développé par Ermer et Lifson [63].

e EAS : "Engler-Androse-Schleyer”, basé sur le champ de force MMI1 avec des termes
pour les interactions des liaisons non-covalentes [75].

e MMP?2 : Basé sur MM2, il repose sur des relations linéaires entre longueurs des liaisons
et angles [76].

e QCFF/PI : une extension du champ de force CFF pour les systemes 7 [77].

e CVFF : "Consistent Valence Force field", il inclut des termes anharmoniques et croisés.
Ce champ de force a été paramétré pour 20 acides aminés et quelques hydrocarbures [78].
e AMBER : "Assisted Model Building with Energy Refinement", ce champ de force est
paramétré pour I’ ADN et les protéines [68].

e OPLS : Il utilise le potentiel TIP3P pour I’eau et n’a pas de potentiel pour les liaisons
hydrogene [79].

e MMX : une extension de MM?2 et MMP1 pour les systemes organiques et inorganiques
[80].

e CHARMM : "Chemistry at HARvard Molecular Mechanics", il est également paramé-
tré pour les protéines, I’ADN mais aussi pour les lipides et d’autres petites molécules
organiques [81].

e GROMOS : "GROningen MOlecular Simulation", ce champ de force est paramétré pour
les protéines, les nucléotides, les sucres et d’autres biomolécules [82].

e GROMACS : "GROningen MAchine for Chemical Simulations", il est dérivé du champ
de force GROMOS et simule les équations de mouvements de Newton pour des systemes
comprenant des centaines jusqu’a des millions de particules [83].

e DREIDING : un champ de force ot les constantes de force et les parametres de géomé-
trie dépendent de 1’hybridation au lieu de la constitution des atomes [84].

II) Les champs de force classe 11

Les champs de force de classe II ont été développés pour simuler de petites molécules
dans des environnements variés. Les calculs ab-initio sont utilisés pour déterminer tous
les parametres des champs de force. IIs sont la plupart du temps paramétrés sur de petites
molécules. Se situent dans la classe II les champs de force suivants :
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e MM3 et MM4 : ces champs de force proviennent de MM2 avec des potentiels plus
complexes. Ils sont paramétrés pour des composants organiques et pour reproduire leurs
fréquences de vibration [65, 85].

e CFF93-CFF9%4 : ce champ de force, similaire 8 MM4, utilise une méthodologie rigou-
reuse pour générer les parametres des termes croisés [86].

e MMFF : "Merck Molecular Force Field" est semblable au MM3. Seuls les parametres
de Van der Waals ont utilisés des données expérimentales [87].

e UFF : "Universal Force Field" représente tout le tableau périodique. Les parametres sont
basés sur I’hybridation atomique [88].

Dans le domaine des protéines, les meilleurs résultats sont obtenus avec les champs
de force OPLS, CHARMM et AMBER.

Les coordonnées actuelles d’une molécule, combinées aux données d’un champ de
force, constituent une expression de 1’énergie ou fonction cible ("target function") de la
molécule. La mécanique moléculaire permet seulement d’évaluer I’enthalpie. L’ entropie
elle, peut étre calculée par la dynamique moléculaire via I’énergie libre ("free energy
perturbation”, cf plus loin).

Les résultats les plus probants de la MM sont des différences d’énergie entre conformeres.

2.4 Méthodes QM/MM

2.4.1 Généralités

Les méthodes de calcul de la mécanique quantique (QM) ; ab initio, DFT et semiempi-
rique sont difficilement applicables pour le calcul de grands systemes moléculaires conte-
nant plus de 100 atomes. Pour décrire un systeme moléculaire de grande dimension des
méthodes mixtes QM/MM, c’est a dire combinant une méthode QM avec une méthode
MM sont une alternative. Dans ce cas ’utilisation d’une méthode hybride qui combine
a la fois la mécanique-quantique et la mécanique moléculaire (MM) est envisageable.
Warshel et Levitt [89] ont ouvert la voie vers ce type d’études. La méthode implique la
division du systeme en deux parties : une petite région traitée avec une méthode a haut
niveau (High layer) basée sur la mécanique quantique, et le reste du systeme (low layer)
traité avec des méthodes classiques (MM), moins coliteuse en temps de calcul (Figure
2.3).

La région quantique contient tous les atomes qui sont directement impliqués dans la
réaction chimique. Le reste du systeme, qui subit peu de chargements au cours de la ré-
action, est traité avec un champ de forces de mécanique moléculaire. La connexion entre
les deux partie, QM et MM, joue un rdle tres important dans la précision et I’efficacité de
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FIGURE 2.4 — Exemple d’un calcul ONIOM de 2-couches sur la chaine B d’une MBL de
stenotrophomonas maltophilia (L1) : le systtme modele est représenté par des «Ball &
stick» et le reste du systéme par des lignes.

la méthode. Il existe deux approches pour le traitement des liaisons de frontiere :

Une premiere approche basée sur ’utilisation des atomes de saturation (link-atom)
[90, 91]. Des atomes d’hydrogene sont ajoutés pour respecter la valence des atomes QM
de frontiere. Ces atomes ajoutés n’interagissent pas avec les atomes MM mais ils sont
inclus dans le calcul QM.

La deuxieme approche dite "boundary-region" (pseudo-liaison, atomes de connexion,
orbitales hybrides gelées). Dans cette approche, la région frontiere située entre le systeme
QM et le systtme MM sera prise en compte dans les deux calculs.

2.4.2 La méthode hybride ONIOM

La méthode hybride ONIOM implémentée dans le logiciel gaussian09 a été dévelop-
pée initialement par Morokuma et al en 1999[92]. Généralement, cette méthode utilise
I’approche des atomes de saturation (/ink-atom) pour modéliser La frontiere entre le sys-
teme modele et le systeme extérieur.

L’énergie totale du systeme s’écrit :
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FIGURE 2.5 — Exemple d’un calcul ONIOM de 2-couches sur la chaine B de métallo-
enzyme Zinc-beta-lactamase L1 de stenotrophomonas maltophilia.

L’énergie du systeme réel (E}SIM ) est calculée au niveau MM, et celle du systeme
modele et des atomes de saturation (EgML ) au niveau QM. L’énergie du systeme modele

(E%é ) calculée au niveau MM est ensuite soustraite afin d’éviter le double comptage de
I’énergie des atomes de la région QM (Figure 2.4).

La figure 2.5, représente un exemple de fichier d’entrée d’un calcul QM/MM en uti-
lisant le logiciel Gaussian09. Dans ce calcul, la région frontiere est représentée par les
atomes 3C, 5C et 11C de la région QM qui sont liés par des liaisons covalentes a quatre
autres atomes de la région MM (2C, 6C, 10C et 14C). Dans le cas d’un calcul sur le sys-
teme modele ; les atomes 2C, 6C, 10C et 14C sont remplacés par quatre hydrogenes afin
de respecter la valence des atomes QM de fronticre.

Exemple : comme indiqué dans la Figure ci-dessous (cercle rouge) un hydrogene rem-
place le carbone 11.

2.5 Modeles de solvatations

La majorité des réactions chimiques et biologiques ont lieu en solution, notamment
les réactions enzymatiques, s’effectuent en présence d’un solvant et il est donc important
de considérer I'influence de la solvatation sur le comportement d’un systeme. Il existe
deux facons de modéliser un solvant, dans certains cas les molécules du solvant sont di-
rectement impliquées et doivent alors étre modélisées de facon explicite. Dans d’autres
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3 ONIOM(B3LYR/6-31G(d) :Amber)

Job ONIOM 2 couches Link atomes

010101

C-Ca--0.25 0 -4.70383¢  -1.841116  -0.779093 L //
C-CA--0.25 0 -3.331033  -1.B41116  -0.779093 L H-HA-0.1 3 . _H,<' ‘ 4.(

C-CA--0.25 0 -2.609095  -0.615995  -0.779093 # _ i '
C-cA--0.25 0 -3.326965  0.607871  -0.778723 H >n, ‘.< "
C-CA--0.25 0 -4.748381  0.5784%8  -0.778569 H / \

C-cAa--0.25 0 -5.419886  -0.615477  -0.778859 L H-HC-0.1 § " "”

H-HA-0.1 0 -0.640022  -1,540960  -0.779336 L

H-HA-0.1 0 -5.264565  -2.787462  -0.779173 L

H-HA-0.1 0 -2.766244  -2.785438  -0.779321 L

C-cA--0.25 0 -1.187368  -0.586452  ~-0.779356 L H-HA-0.1 3

C-CA--0.25 0 -2.604215  1.832597  -0.778608 H

H-EA-0.1 0 -5.295622  1.532954  -0.778487 H

H-Ha-0.1 0 -6.519523  -0.645844  -0.778757 1

CT-0.25 0 1231354 1632665 -0.778881 L E-HC-0.T 1>

C-CA--0.25 0 -0.515342  0.610773  -0.779340 L

H-HA-0.1 0 -3.168671  2.777138  -0.77834BH<  High system

H-HA-0.1 0 -0.670662  2.7789%  -0.779059 L

H-HA-0.1 0 0.584286  0.637238 -0.7M952 L. oo

FIGURE 2.6 — Exemple d’un fichier input QM/MM.

systemes, le solvant n’agit pas directement sur les réactifs mais fournit un environnement
qui va influencer fortement le comportement des solutés. Généralement, le solvant agit
seulement comme une déviation du systeéme par rapport a son comportement en phase
gazeuse, ses propriétés générales, notamment sa constante diélectrique, sont alors suf-
fisantes pour le décrire et il n’est pas utile dans ce cas d’inclure explicitement chaque
molécule de solvant dans le systeme.

2.5.1 Etude de la solvatation par les méthodes théoriques

Les méthodes théoriques, telles que la modélisation moléculaire permettent aujour-
d’hui de préciser au niveau atomique et de mieux rationaliser la relation structure/fonction
des systemes biologiques complexes dont les études expérimentales ne sont pas toujours
simples a mettre en oeuvre, ni évidentes a interpréter. L’eau joue un rdle tres important
dans la structure des édifices biomoléculaires et il apparait donc essentiel de bien repré-
senter le solvant autour des solutés dans les études de modélisation moléculaire.

Deux grandes stratégies se distinguent pour représenter le solvant en modélisation, les
méthodes explicites, qui représentent le solvant de facon microscopique, et les méthodes
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implicites, qui représentent les effets du solvant de facon explicite [93].

Solvatation explicite

La solvatation explicite consiste a traiter un grand nombre de molécules du solvant
explicitement, I'intérét de ce modele est qu’il rend compte d’éventuelles interactions
solvant-soluté, I’'inconvénient est qu’il est nécessaire d’avoir un nombre important de
molécules pour obtenir une description réaliste du systéme, ce qui limite le choix de la
méthode utilisable. Pour cette raison un nouveau type d’approche dit hybride a été déve-
loppé : il mélange les approches quantique et classique. Le cceur du systeme est traité au
niveau quantique, alors que la partie externe est traitée par I’intermédiaire d’un champ de
force, ce qui permet de modéliser le solvant avec un nombre réaliste de molécules.

Les deux modeles les plus utilisées pour les simulations de dynamique moléculaire des
acides nucléiques et protéines sont TIP3P [94, 95] et SPC [96] (ou SPC/E [97]).

Solvatation implicite

La solvatation implicite repose sur le fait que 1’effet de 1’eau sur les molécules est
principalement d’ordre électrostatique. Le solvant est alors représenté comme un milieu
continu, sans structure microscopique, de constante diélectrique €, dont les propriétés di-
électriques découlent des lois macroscopiques de I’électrostatique [98, 99, 100].

Ce milieu est polarisé par le soluté placé dans une cavité de forme appropriée. Dans la
cavité, le milieu a une constante di€lectrique de 1 (vide) et a I’extérieur de la cavité la
constante di€¢lectrique est celle du solvant et la forme de la cavité dépend du modele de
solvatation utilisé [101, 102]. Evidemment les modeles de solvatation implicites ne sont
pas capables de reproduire les interactions chimiques entre le soluté et le solvant comme
les liaisons hydrogenes. Cette approche implicite est souvent utilisée pour estimer I’éner-
gie libre du soluté - solvant et des interactions dans les processus chimiques structurels,
comme le pliage ou les transitions de conformation des protéines.

Parmi les méthodes implicites qui permettent le calcul de la contribution électrostatique
de I’énergie libre de solvatation, on distingue plusieurs approches :

- les méthodes de continuum considerent le solvant comme un milieu continu de
constante diélectrique élevée : on trouve d’une part les méthodes basées sur 1I’équation
de Poisson-Boltzmann [103], et d’autre part celles basées sur les interactions de paires
effectives [104] ;

- les méthodes hybrides prennent en compte 1’aspect moléculaire du solvant tout en
restant implicite : on trouve d’une part les méthodes des dipodles de Langevin [89], qui
traitent le solvant comme un fluide dipolaire, dont les équations sont basées sur les pro-
priétés de polarisation du solvant, et d’autre part les méthodes reposant sur la théorie de
la fonctionnelle de la densité des liquides, qui prennent en compte les variations de la
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densité du solvant.

2.5.2 Généralités thermodynamiques

L’énergie de solvatation est définie comme la quantité d’énergie libre requise pour
transférer une molécule du gaz au solvant. L’énergie libre de solvatation AGy,;, peut étre
décomposée en trois termes [105] :

AGsolv - AGélec + AGvdw + AGcav (260)

AGy. mesure I'interaction entre le soluté et le solvant, modélisée comme un milieu
uniforme de constante diélectrique €. Cette contribution est particulierement importante
dans le cas de solutés polaires et/ou chargés. AG,,,, est 'interaction de Van der Waals
entre la molécule et le solvant, qui peut étre décomposée en un terme répulsif AG,¢, et un
terme de dispersion attractif AG;sp. Enfin, AG.q, est I’énergie libre requise pour créer la
cavité du soluté dans le solvant. Cette énergie est positive et comprend la pénalité entro-
pique associée a la réorganisation des molécules du solvant autour de la cavité, ainsi que
le travail exercé contre la pression du solvant pour former la cavité. On peut ajouter aussi
a ces trois termes un terme AGy;, tenant compte des liaisons hydrogene existant entre le
soluté et le solvant.

Les termes énergétiques AG, 4, et AG,q, sont souvent combinés et calculés d’apres la for-
mule suivante :

AGygyy + AGegy = YS+b (2.61)

S est la surface accessible du solvant et 'y et b sont des constantes.
Les différents modeles de solvatation different surtout par leur méthode de traitement de
la composante électrostatique AGgj.. Les deux premiers travaux sur la solvatation on été
les modeles développés par Born en 1920 [106] et Onsager en 1936 [107].

2.5.3 Le Modele PCM

Les modeles précédents reposent sur 1’hypothese que toute la charge électronique du
soluté est comprise dans la cavité, le modele PCM (Polarizable Continuum Model) tient
compte d’une polarisation auto-cohérente entre le soluté et le solvant ainsi que d’une ca-
vité de forme plus réaliste : la cavité du soluté est définie a partir de spheres de van der
Waals centrées sur chaque atome [108]. La surface de la cavité est alors découpée en un
grand nombre de petits éléments de surfaces appelées tessera.

L’énergie AGg,. est alors calculée en placant une charge ponctuelles polarisable au
centre de chaque tessera et I’ensemble de ces charges ponctuelles représente la polarisa-
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tion du solvant et I’amplitude de chaque charge surfacique est proportionnelle au gradient
du champ électrique en ce point. Le potentiel électrostatique total sur chaque élément de
surface est égal a la somme du potentiel dii au soluté Vs et du potentiel dii aux autres
charges surfaciques Vg ges, SOIt

V<r> = Vsoluté(r) + Vcharges(r)- (2.62)

L’algorithme PCM débute par le calcul d’une valeur initiale de chaque charge ponctuelle
pour chaque tessera a partir du gradient du champ électrique causé par le soluté seul :
e—1
gi=—| e |EiAS (2.63)

Ou E; est le gradient du champ électrique et AS la surface de la tessera considérée.
La contribution des autres charges surfaciques peut alors étre calculée a partir de la loi de
Coulomb. Ces charges sont modifiées de fagon itérative jusqu’a leur auto-cohérence. Le
potentiel Veparges(r) est alors ajouté a I’hamiltonien du soluté (H = Ho + Venarges(7)) et le
calcul SCF débute. Apres chaque cycle SCF, de nouvelles valeurs des charges surfaciques
sont obtenues a partir de la nouvelle fonction d’onde pour donner une nouvelle valeur de
Veharges(7), qui est utilisée dans Iitération suivante jusqu’a ce que la fonction d’onde du
soluté et les charges surfaciques convergent.
Pour calculer I’énergie AGgj,, 1l faut ensuite tenir compte du travail effectué par la créa-
tion de la distribution des charges au sein de la cavité dans le milieu diélectrique. Ceci
correspond a la moitié de 1’énergie de I’interaction électrostatique entre la distribution de
charges du soluté et le milieu diélectrique polarisé, soit :

1
AGue = / WHP AT — / WoHo¥odt— / V(r)p(r)dr (2.64)

Un probléme apparait lors de la représentation de la distribution de charges continue
sur la surface de la cavité par un ensemble de charges ponctuelles. L’utilisation de surfaces
(tessera) de petite taille (typiquement 0.2 ) permet de limiter I’influence de ce probleme.
Un autre inconvénient de ce modele est 1’extension de la fonction d’onde du soluté en
dehors de la cavité. Ainsi la somme des charges sur la surface n’est pas strictement égale
et de signe opposé a la charge du soluté.

2.5.4 Le Modéele C-PCM

La méthode C-PCM (Conductor-like PCM) est une extension du modele PCM a été
implémentée dans Gaussian [109, 110]. Dans cette méthode, la cavité atour de la molécule
étudiée est définie en utilisant le modele UAO (United Atom) qui place une sphere centrée
autour de chaque atome du soluté ou groupe d’atome ( les hydrogenes sont inclus dans
la sphere de 1’atome auquel ils sont li€s). La cavité UAO emploie le modele topologique
UATM (United Atom topological Model) appliqué sur les rayons atomiques du champ
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de force UFF. La méthode a été ensuite améliorée dans Gaussian03 et Gaussian09 avec
le choix d’une série de modeles de construction de la cavité. Basé sur le modele UAO,
les cavités UAHF et UAKS utilisent des rayons optimisés avec les niveaux des méthode
HF/6-31G* et PBE0/6-31G* respectivement [111]. Nous avons utilisé dans ce travail le
rayon UAKS (United atom Kohn-Sham) qui a été paramétré sur des calculs de type DFT.

2.6 Méthode d’analyse topologique (ELF)

[analyse topologique est en premier lieu une méthode de partition de 1’espace molé-
culaire qui est basée sur I’évolution déterministe d’un point de I’espace sur une trajectoire.
Cette trajectoire est un chemin de gradients d’une fonction potentielle locale scalaire V
continue et dérivable en tout point de I’espace. Chaque trajectoire ne se coupe en aucun
point de I’espace et se trouve bornée entre deux points extrema, appelés points critiques
ou le gradient est nul (V V = 0). L’ensemble des trajectoires qui finissent sur un maxima
de la fonction (attracteur) constituent une variété stable qui est appelée bassin (volume
de I’espace). Les trajectoires qui aboutissent sur un point selle définissent une variété
instable qui est une surface de flux nul appelée séparatrice. Elle constitue une surface
frontiere entre les bassins.

L’analyse topologique de la densité électronique ou la densité de charge p(r), dans
le cadre la théorie d’atomes dans une molécule (QTAIM, en anglais Quantum Theory of
Atoms in Molecules) congue par Richard Bader en 1970, basée sur les bassins atomiques
et les charges atomiques de QTAIM[112]. Elle permet de définir des chemins de liaison
et des points critiques de liaison (BCP). La nature de la liaison chimique est liée a la ca-
ractéristique des BCP en particulier le signe du laplacien de la densité électronique et les
valeurs des densités d’énergie (eq.2.65) suite a la classification de I’Macchi[113].

Hpcp = Gpep + Vipep (2.65)

La Fonction de Localisation Electronique (ELF) permettant de mesurer I’exces d’éner-
gie cinétique[114, 115], et ses valeurs sont confinées entre 0 et 1. L’ELF est proche de
I’unité dans les régions ou les électrons sont célibataires ou forment des paires de spin
antiparallele, alors qu’elle tend vers z€éro dans les régions ou la probabilité de trouver le
spin des €lectrons paralleles proches 1’'un de 1’autre est élevée[116]. L’analyse ELF tend
vers 1 dans les régions ou la localisation d’électrons est élevée (couches atomiques, des
liaisons chimiques et des paires d’électrons célibataires)[117], alors qu’elle a tendance a
avoir des valeurs faibles aux frontieres entre ces régions[118]. L’analyse topologique du
champ de gradient de la ELF fournit une partition de I’espace moléculaire dans les do-
maines électroniques, classés dans le noyau, ne se chevauchent pas la liaison de valence
et les bassins non liantes. Ces bassins sont en correspondance un a un au noyau, seul ou
des paires du modele de Lewis. Un bassin de cceur contient un noyau X (2 ’exception
d’un proton) et est désigné par C(X). Un bassin de liaison de valence se trouve entre deux
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ou plusieurs bassins de cceur. Les bassins de valence sont en outre différenciés par leur
ordre synaptique[119], qui correspond au nombre de bassins de base avec lesquels ils par-
tagent une frontiere commune. Ces bassins peuvent étre soit partagés par plusieurs coeurs
d’atomes (poly-synpatiques) soit par un seul cceur (mono-synaptique). Dans le premier
cas, le bassin caractérise une liaison chimique, notée par V (X1. X2. X3....) et dans le
deuxieme cas une paire libre désignée par V (X). La population moyenne du bassin est
obtenue par intégration de la densité d’un électron par rapport au volume du bassin. Ces
populations ne prennent pas des valeurs entieres et sont environ deux fois plus les ordres
de liaison de Lewis topologiquement définies pour les bassins de liaison de valence. Les
populations et les (co)variances de ces bassins de valence peuvent encore étre interprétées
en termes de combinaisons pondérées des structures mésomériques[120, 121].
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3.1 Introduction

Les PB-lactamases sont une famille d’enzymes responsable de la résistance des bacté-
ries vis- a-vis de certains antibiotiques B-lactamines. Les B-lactamases des classes A, C
et D sont, comme les protéines liant lespénicillines (PLPs), des enzymes a serine active
reconnaissant la pénicilline. Dans cette thése nous nous sommes intéressés a la classe B
des PB-lactamases : les metallo-P-lactamases qui hydrolysent une variété de pénicillines
et de céphalosporines et pouvant étre inhibées par PEDTA !. Cette classe constitue le
groupe des métallo-enzymes zinc-dépendantes, toutes les métallo-enzymes ont comme
point commun, la présence d’un ou deux ions métalliques liés a la protéine par un site de
coordination labile appelé le site actif permettant la fixation d’un substrat lors de la réac-
tion enzymatique. L histidine est I’amino-acide le plus souvent trouvé dans la premiere
sphere de coordination du métal. Il joue un role important dans les réactions de transfert
de protons dans diverses enzymes et il a fait I’objet d’une variété de recherches théoriques

1. LEDTA (Ethyléne Diamine Tétra-Acétique), ou acide éthylene diamine tétra-acétique, est un acide
di-amino-tétra-carboxylique de formule CoH;sN>Os.
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et expérimentales. Les atomes d’azote du cycle imidazole de 1’histidine sont désignés par
pros(«proche», abréviation T) et tele («loin», abréviation T) pour montrer leur position par
rapport a la chaine latérale. ’atome de carbone entre les deux atomes d’azote du cycle est
numéroté 2 comme le montre la Figure 3.1 et I’atome de carbone a c6té de 1’azote T est
numéroté 5. Les atomes de carbone de la chaine aliphatique sont désignés o et 3. Cette
numérotation est également €tre utilisée pour I’histidine substitué [122].

L AN 00
W STY
\=N, NH

2 3
histidine

FIGURE 3.1 — Représentation de la forme de I’histidine neutre avec la notation de
I'TUPAC)[122].

H
| |
C, Métal Métal )7 N H
Her ./~ XN~ — Nn/ N
N \ _J
S c,—¢cC
C4___C5 / 4 5\
/ N HaC H
H;C
Coordination Nt-métal Coordiantion Nwn-métal

FIGURE 3.2 — Les deux formes de coordinations (N et N¢) de 4-méthyl-imidazole aux
ions métalliques.

Le 4-méthyl-imidazole (4-Melm) est fréquemment utilisé comme modele pour 1’acide
aminé histidine en agissant comme un ligand monodenté?. Le cycle imidazole de la
chaine latérale de I’histidine possede deux atomes d’azote (N et N;). De méme que
I’anneau d’histidine, I’anneau 4-Melm possede deux atomes d’azote Ny et Ny, I’azote le
plus proche du groupe méthyle noté Ny et I’azote le plus loin du groupe méthyle est noté

2. Lorsqu’un seul atome du ligand peut se lier a I’atome central.
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N; comme le montre la figure suivante (Figure 3.2), et peut étre coordonné aux ions mé-
talliques soit par I’azote Ny ou 1’azote N;. Dans ce chapitre, pour accélérer les calculs,
I’amino-acide histidine est remplacé par 4-Melm.

Cette these s’inscrit dans une thématique portant sur la compréhension de méca-
nismes d’action de métallo-B-lactamases. La démarche consiste a étudier des composés
chimiques modeles (complexe : structure simplifiée des sites actifs), afin de mieux ap-
préhender la chimie des protéines a zinc. A cette fin, nous avons utilisé une série de huit
complexes de coordination représentés sur la Figure 3.3, et le métal peut étre le cuivre
(Cu) ou le zinc (Zn). Sur la figure ci-dessous (Figure 3.3), ’oxygene est donné en rouge,
I’azote en bleu, le carbone en gris et ’hydrogene en blanc. Ces complexes reproduisent
I’arrangement penta- ou tétra-coordonnés des ligands autour du métal et modélisent la di-
versité chimique observée dans les sites actifs des métallo-enzymes. Les huit complexes
ont une charge positive (+II), les quatre complexes [M (4-MeIm)4]>* ont une coordina-
tion tétraédrique, tandis que les deux autres [M (4-Melm)4 H,0]*" avec la présence d’une
molécule d’eau comme un cinquieme ligand sont penta-coordonnés. Les ligands utilisés
sont du type 4-méthyl-imidazole. L'imidazole de la chaine latérale de I’histidine possede
deux tautomeres neutres (deux formes protonées N¢- et Nz-) et pour cela, chacun de nos
complexes a deux conformations différentes comme le montre la Figure 3.3.

Meétal: (M)=Zn ou Cu

4 Nn-M Nt-M et 3 Na-M 4 Nt-M Nt-Met 3 Nno-M

[M (4-MeIm), J2* [M (4-Melm), H,0*

FIGURE 3.3 — Complexes de coordination métalliques modélisés. Les atomes coordonnés
aux métaux sont en représentation «Ball & Strict» et le reste en représentation «Tube»
pour des raisons de lisibilité, azote : bleu, carbone : gris, hydrogene : blanc, oxygene :
rouge.
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Les structures des complexes de coordination métalliques seront étudiés avec les mé-
thodes de chimie quantique fondées sur la théorie de la fonctionnelle de la densité DFT.
Les méthodes utilisées sont implémentées dans le logiciel GAUSSIANO9 [123] et sont
présentées dans le chapitre II. Nous allons alors, faire une étude préliminaire qui permet-
tra de comparer I'influence des méthodes et des modeles sur les parametres géométriques
et de définir les modes et les énergies de liaison des sites métalliques au sein des enzymes.

3.2 Le role des métaux dans les protéines

Dans les métalloprotéines, les ions métalliques sont souvent coordonnés avec des
atomes d’azote, d’oxygene ou de soufre appartenant au cycle imidazole des histidines,
ou bien le groupement thiolate des cystéines et le groupe carboxylate des aspartates. Les
métaux ont un role structural et/ou fonctionnel primordial dans les protéines et participent
a une grande diversité de processus chimiques [124]. Dans certains cas, tel le cuivre, joue
un rdle important dans le métabolisme du glucose chez certaines enzymes anti-oxydantes
comme la SOD ou superoxyde dismutase qui luttent contre les radicaux libres produits
par I’organisme au cours de réactions de stress [125], mais il peut également permettre
des réactions catalytiques. c’est le cas, en particulier des métaux de transition comme
le fer, le cuivre et le manganese qui sont impliqués dans de nombreux processus redox
[124]. Parmi tous ces métaux, le zinc est celui qui présente le plus de fonctions dans les
organismes vivants.

Le zinc est un stabilisateur de membranes qui module la fonction de protéines mem-
branaires et interfére avec ’action des autres cations bivalents > [126], mais c¢’est surtout
une composante nécessaire a la fonction de nombreuses métalloprotéines et intervient
dans leur métabolisme de maniere structurale ou catalytique [127]. Il se trouve souvent
lié a des ligands histidine dans de nombreuses métallo-enzymes (doigts de zinc), a la fois
dans des sites actifs ou structuraux.

Le zinc peut servir d’élément de structuration pour organiser des structures biolo-
giques tridimensionnelles. En se liant a des sites protéiques, le cation métallique Zn (II)
se débarrasse de la plupart, sinon de toutes les molécules d’eau qui lui sont coordon-
nées. Lorsqu’ils interagissent avec des nucléotides ou des acides nucléiques, au contraire,
beaucoup de molécules d’eau restent liées et aident a organiser la structure globale. Les
structures tertiaires induites par la liaison du métal, peuvent faciliter les interactions entre
les macromolécules et la formation de pontages est importante pour le mécanisme d’ac-
tion de certains médicaments a base d’éléments minéraux.

3. Un cation bivalent est un cation avec une charge globale de +2 et donc une valence de 2
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3.3 Mcéthodes utilisées

Les méthodes utilisées dans ce travail sont basées sur la théorie de la fonctionnelle de
la densité (DFT) [47, 48, 49]. Les optimisations des géométries ont été effectuées en uti-
lisant les deux fonctionnelles : M062X [57] et BALYP [55], pour la fonctionnelle B3LYP,
les interactions a longue portée ont été€ intégrées en utilisant la correction de dispersion
de Grimme a ’ordre 3 : B3BLYP-D3 [60]. Nous avons utilisé quatre bases : 6-31+G(d,p)
[128], 6-311+G(d,p) [128], SDD [129] et LANL2DZ [39, 40].

Le calcul a été effectué en utilisant quatre combinaisons :

e La base 6-31+G(d,p) sur tous les atomes.
e e pseudo potentiel SDD sur tous les atomes.

e BS1 : une combinaison de la base 6-311+G(d,p) fixée sur les ions de métaux de tran-
sition, Zn ou Cu, et la base 6-31+G(d,p) sur tous les autres atomes.

e BS2 : une combinaison du pseudo potentiel LANL2DZ [39, 40] sur les ions métalliques
(Zn ou Cu) et la base 6-31+G(d,p) sur tous les autres atomes.

Le calcul est divisé en quatre parties, la premiere partie consiste a étudier les com-

plexes de coordination en phase gazeuse en utilisant les fonctionnelles M062X, B3LYP,
et B3LYP-D3 avec les quatre combinaisons des bases mentionnées ci-dessus.
Dans la seconde partie, le méme calcul a été effectué en ajoutant en position axiale sur
le métal une molécule d’eau (Complexes [M (4-Melm)4 H,01%t sur la Figure 3.3). Les
fréquences ont été calculées pour toutes les structures optimisées pour confirmer 1’ab-
sence de fréquences imaginaires, ce calcul nous donne des valeurs de fréquences po-
sitives, ce qui conduit a dire que chaque géométrie est bien optimisée dans un minimum
d’énergie. Toutes les valeurs de fréquences sont corrigées par un facteur de correction uni-
forme 0,967, qui a été déterminé par J. Zheng et al [130] pour la combinaison M062X/6-
31+G(d,p) et 0,965 [131] pour la combinaison de la fonctionnelle B3LYP et la base 6-
31+G(d,p).

Les méthodes de solvatation implicite sont introduites dans la troisieme partie, qui
reposent sur le fait que I’effet de I’eau sur les molécules est principalement d’ordre élec-
trostatique. Le solvant est alors représenté comme un milieu continu, sans structure mi-
croscopique, de constante diélectrique élevée, dont les propriétés diélectriques découlent
des lois macroscopiques de I’électrostatique. Dans cette partie, un modele de solvant semi
explicite a été utilisé, en combinant une des deux méthodes de solvatation implicites avec
les complexes [M (4-Melm)4 H,01*t présentés sur la Figure 3.3, et I’effet du solvant a été
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considéré en utilisant le modele PCM (Polarizable Continuum Model) [108]. Nous avons
utilisé le rayon UAKS (united atom Kohn-Sham) qui a été paramétré sur des calculs de
type DFT. La derniere partie est la méme que la précédente, mais les effets du continuum
sont pris en compte par la méthode C-PCM (Conductor- Polarizable Continuum Model)
[110].

Les modes normaux ont été analysés par la distribution potentielle d’énergie (PED)
[132, 133] a I’aide du logiciel VibMol. Ils ont été calculés selon les référence [134, 135,
136, 137]. Pour extraire des informations précieuses et significatives de la PED, nous
avons attribué les fréquences et décrit les modes combinés sur la base des contributions
principales des coordonnées. Seules les contributions des modes de plus de 10% sont
rapportées. Les coordonnées de symétrie ont été définies en particulier pour faciliter I’at-
tribution des modes du cycle imidazole et ceux des ions métalliques. Les modes d’une
molécule d’eau coordonnée a un ion Métal>, étirement (stretching), flexion (bending) et
parapluie (umbrella) ont été définis de maniere analogue a celles d’un groupe A-XH2. Les
modes d’étirement (stretching), de flexion (bending) (composés de la déformation asymé-
trique et symétrique) et de torsion ont été définis pour le groupe méthyle. Les coordonnées
du cycle imidazole ont été définies par le mode d’étirement (exocyc), le mode de flexion
(exocyc et exocyc hors du plan), le mode de torsion exo-cyclique et le mode «ring» (dé-
formation et torsion). Tous les calculs ont été effectués en utilisant le logiciel Gaussian 09
(DO1) [123], et les visualisations assurées par les logiciels graphiques GaussView [138]
et VMD [139]. Lorsqu’elles ne sont pas spécifiées, les énergies sont systématiquement
corrigées de la ZPE calculée a 298,15 K.

[’analyse topologique de la Fonction de Localisation Electronique (ELF) a été réalisée
au niveau du calcul M062X/6-31+G (d, p) avec le logiciel TopMoD [140]. Les cartes et
les iso-surfaces de 1’analyse ELF ont été tracées en utilisant le programme Molekel [141].
L’analyse AIM (Atoms In Molecules) a été réalisée a au niveau du calcul M062X/6-31+G
(d, p) avec le logiciel AIMAII [142].

3.4 Structure de motifs zinc-4-Melm et cuivre-4-Melm
dans la littérature

Le zinc est caractérisé par une grande flexibilité et la possibilité de présenter plu-
sieurs nombres de coordinations. Bien qu’il soit par fois cinq fois coordonné dans les
MBLs, le zinc est généralement sous forme tétraédrique dans les doigts de zinc et les
métallo-enzymes. Le cuivre aussi présente des nombres de coordination variés, en par-
ticulier sous sa forme oxydée (+II), et adopte plusieurs formes de coordinations tétra-,
penta- et hexaédrique. Pour la plupart des complexes du cuivre décrits dans la littérature,
le cation est soit tétra-, penta- ou hexacoordonné et les géométries de coordination pré-
férentielles sont respectivement de type plan carré, pyramide a base carrée ou pyramide
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trigonale et pseudo-octaédrique [143]. Une étude de la Protein Data Bank (PDB) montre
que pour les sites structuraux, les proportions des différentes coordinations tétra-, penta-
et hexaédrique sont respectivement de 84, 14 et 4% [144]. Pour les sites catalytiques,
elles sont respectivement de 48, 46 et 6% [145]. L'effet de la stabilisation de la protéine
est donc assuré par la conformation tétraédrique des ligands, en particulier les histidines
autour du zinc.

Il existe un nombre important de protéines contenant du zinc et/ou du cuivre dans leurs
sites actifs. Afin de comparer nos résultats de calcul aux données expérimentales, deux
protéines différentes contenant des ions métalliques tétra-coordonnés ont été considérées
en se basant sur les structures de DRX : la protéine Cu,Zn-SOD présente deux formes,
la frome réduite (1QOE [146]) et celle oxydée (1E9Q [147]). Cette protéine contenant
a la fois la coordination His-Ny et His-N; pour le cuivre et seulement une coordination
His-N: pour le zinc. La deuxieme protéine est 1’anhydrase carbonique de type II (2CBA)
[148] qui contient seulement le métal zinc coordonné a un His-Ny et deux His-Ny. Les
distances des liaisons moyennes Zn-N sont 2.05 A dans I’enzyme Cu,Zn-SOD et 2.11 A
dans 2CAB. Pour la protéine Cu,Zn-SOD, les distances des liaisons moyennes Zn-Np,
Cu-N; et Cu-Ny sont de 2.05 A, 2.18 A et 2.12 A, respectivement. Alors que dans I’anhy-
drase carbonique de type II (2CBA), les distances moyennes Zn-N; sont dans I’intervalle
[2.12 et 2.01 A] alors que Zn-Ny est de ’ordre de 2.11 A. Comme indiqué précédemment
pour la Cu(II),Zn-SOD [6], les données DRX ont rapporté quatre liaisons courtes Cu-N
et une cinquieme Cu-O de 2.551 A I’absence du centre de cuivre hautement symétrique.
En outre, selon I’orientation de 1’anneau d’histidine, la liaison Cu-O calculée par Xerri et
al [136] variait de 2.34 2 2.96 A.

Nos résultats seront comparés avec d’autres études théoriques portant sur les com-
plexes de zinc et de cuivre tétra-coordonnés [149, 150, 151]. Comba et al [149] ont étudié
les enzymes BCPs qui renferment le motif de site actif Cu(His) 2Cys Met, et ils ont
montré que la distance moyenne Cu-His est de 2.067 A au niveau B3LYP/ CEP-31G.
Une autre étude menée par Ricardo et al [125], montre que les longueurs des liaisons
moyennes Zn-N et Cu-N sont 2.046A et 2.022A respectivement. Un travail sur le Zn(II)
mené par Shi-Feng Liu et al [150] porte sur 1’étude du complexe de coordination Zn (2-
py-in)2(THF), les auteurs ont montré que la forme géométrique du zinc penta-coordonné
est une pyramide a base carrée. Dans le Zn (2-py-in) 2 (THF), le zinc est coordonné par
quatre atomes d’azote a partir de 2-(2pyridyl)Indoles dans I’intervalle compris entre 1.97
et 2.19 A et aussi 2 un atome d’oxygene du THF (tétrahydrofuranne) (avec Zn-O= 2.20
A). De méme, Shu-Mei Yue et al [151] ont investigué la coordination du complexe Zn [2-
(2-pyridyl) benzimidazole) H,O] et ils ont montré que le Zn(II) est cinq fois coordonné a
quatre atomes d’azote de 2-(2pyridyl) indoles dans I’intervalle : 1.97-2.19 A et un atome
d’oxygene du ligand axial du THF (tétrahydrofuranne) (Zn-O = 2.20 A). Le Zn adopte la
forme d’une pyramide a base carrée dans le cas du complexe de coordination Zn [2- (2-
pyridyl) benzimidazole) H>O] étudié par Shu-Mei Yue et al [151], ou ils ont montré que
le Zn(II) est cinq fois coordonné avec quatre atomes d’azote (les longueurs des liaisons
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Zn-N sont 1.99, 2.00, 2.03 et 2.24 A) et un atome d’oxygene d’une molécule d’eau avec
une cinquieme courte longueur de liaison (Zn-0=2.03 A).

Dans la littérature, de nombreuses études expérimentales et théoriques ont été réalisées
sur des complexes de Cu(Il) contenant cinq ligands dans la premiere sphere de coordina-
tion du cuivre avec des géométries d’une pyramide a base carrée [152, 153, 154, 155]. le
cuivre peut également présenter une bipyramide a base triangulaire [155]. Peng Chen et
al [153] ont étudié le complexe [Cu(II) (His)3 (H,0),]*" afin de déterminer les structures
et les descriptions de la structure électronique des sites Cu(Il) utilisant des méthodes de
la théorie de la fonctionnelle de la densité et I’histidine a ét€ modélisée comme méthyl-
imidazole. Ils ont montré que la distance moyenne de liaison métal-ligand est d’environ
2.04 A avec une longueur de liaison Cu-O avoisinant 2.33 A. Une autre étude récente de
Bertrand Xerri et al [136] porte sur I’enzyme Cu, Zn-SOD montre que les longueurs de
liaisons moyennes de Cu-O et de Cu-N sont égales 2 2.03A et 2.34 A, respectivement.

3.5 Etudes DFT : calculs préliminaires

3.5.1 Phase gazeuse

Le zinc tétra-coordonné étant le plus fréquent, nous nous sommes plus particuliere-
ment intéressés a 1’étude de ce type de sites. L’étude des sites a cuivre a pour objectif de
dégager la différence par rapport aux sites a zinc et pour la validation des résultats déja
obtenus avec certaines métalloprotéines. Dans tous les calculs, deux structures planes (Fi-
gure 3.4), ont été placées et utilisées comme point de départ pour effectuer I’optimisation
souhaitée et pour limiter le temps de calcul aucun contre-ion n’a été ajouté.

Les énergies relatives des complexes sont énumérées dans 1’annexe A (Table 6.1), et
données en unités atomiques, la variation de 1’énergie (AE) entre la structure I(A) et II(B)
est donnée en kcal/mol. Pour chaque niveau de calcul deux minima correspondant respec-
tivement aux structures I(A) et II(B), ont été déterminés.

Les deux complexes de cuivre et de zinc ont un faible écart d’énergie lorsque calculés
avec la fonctionnelle B3LYP, AE est compris entre 3.1 et 4.0 kcal/mol. L’écart le plus
faible est obtenu avec la fonctionnelle M062X aux différents niveaux de calcul et la struc-
ture la plus stable correspond a la structure A, celle qui contient un méthyle-imidazole
dont le Nj; est protoné. La présence d’un seul Imidazole qui a 1’azote Ny-protoné rend la
structure plus stable, ce qui nous permet d’affirmer que la protonation de 1’azote Nz/N;
joue un role tres important dans la stabilité des structures des sites métalliques.

Il n’existe pas dans la littérature des exemples de nos complexes, que ce soit pour

le zinc ou pour le cuivre. En revanche, il existe plusieurs travaux expérimentaux et théo-
riques sur les métallo-enzymes, contenant le zinc ou le cuivre a nombres variés des ligands
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FIGURE 3.4 — Les complexes de coordination [métal-(4-méthy1-imidazole)4]2+, AetB
de deux structures I et II respectivement.

histidine. L.’absence de I’information sur ces enzymes en phase gazeuse, nous oblige a
comparer nos complexes avec certains squelettes de sites actifs des métallo-enzymes en
solution. La premiere question porte sur la précision et la fiabilité du niveau de calcul
utilisé pour cette étude préliminaire, que ce soit pour la structure des complexes étudiés
ou pour le calcul de I’énergie.

Le tableau 3.1 résume les longueurs des liaisons moyennes Métal-ligands données en
A pour les complexes de type [M (4-Melm),4]2", les distances Métal-N de la structure
I(A) pour le zinc et le cuivre sont données en noir et celles de la structure II(B) pour les
deux métaux en gris.

En optimisant la structure I(A) avec la méthode B3LYP/6-31+G(d,p) (Tableau 3.1), la
distance Zn-N moyenne est de 2.047 A, trés proche de la valeur moyenne Zn-His 2.046A
obtenue par Ricardo et al [125], pour I’enzyme Cu-Zn-SOD en solution (QM/MM : HF/6-
31*//Amber). Cette distance moyenne de 2.047A est tres proche de la distance moyenne
Zn-His de 2,0461& obtenue a partir des données de XRD de la Cu-Zn-SOD contenant
des ions métalliques tétra-coordonnés [146]. L’addition d’une base plus étendue sur le
zinc 6-311+G (d,p) et la conservation de la base 6-31+G(d,p) pour tous les atomes en
utilisant la méme fonctionnelle B3LYP, ne varie presque pas les longueurs des liaisons
Zn-N et donne une valeur moyenne de 2.048 A. Alors que I’addition du pseudo-potentiel
LANL2DZ ala place de la base 6-311+G(d,p) montre une différence de 0.05A par rapport
au résultat obtenu avec B3LYP/BS1, qui peut avoir une influence forte sur 1’énergie de
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cette liaison. L’utilisation de la fonctionnelle B3LYP et le pseudo-potentiel SDD résulte
en une longueur de liaison moyenne Zn-N qui se rapproche 1égerement des valeurs expé-
rimentales, tout en restant surestimée de 0.025 A. Les valeurs des longueurs de liaisons
moyennes trouvées en optimisant la structure B du zinc avec la fonctionnelle B3LYP sont
tres proches de celles obtenues avec la structure A. Ces résultats, montrent que le choix de
I’ensemble de fonctions de base influe sur les structures des complexes de coordination
du zinc. D’ autres fonctionnelles que B3LYP ont été testées pour apprécier également leur
influence.

Métal=Zinc

Méthodes B3LYP B3LYP-D3 | M062X Expt
6-31+G(d,p) 2.047 2.024 2.049 2.046[125]
2.050 2.042 2.045 2.046147]
SDD 2.023 2.004 2.018
2.026 2.004 2.019
BS1 2.048 2.026 2.043
2.053 2.028 2.045
BS2 2.104 2.082 2.078
2.110 2.083 2.080

Métal=Cuivre

Méthodes B3LYP B3LYP-D3 | M062X Expt
6-31+G(d,p) 2.017 1.998 2.022 2.022[123]
2.024 2.004 2.028
SDD 2.003 1.958 2.001
2.010 2.000 2.006
BSI 2.021 2.001 2.026
2.028 2.008 2.031
BS2 2.040 2.021 2.026
2.047 2.026 2.032

TABLEAU 3.1 — Longueurs des liaisons moyennes Métal-N en A pour différents com-
plexes de type [(métal)-(4-méthylimidazole);]>*. Les colonnes en gris contenant les va-
leurs de la structure II(B).

En comparant les distances Zn-N trouvées avec la fonctionnelle M062X et les diffé-
rentes bases et pseudo-potentiels utilisés, on trouve que les écarts par rapport a B3LYP
ne sont significatifs que pour le changement de la base d’orbitales atomiques, avec un
raccourcissement de 0.005A pour 6-31+G(d,p), SDD et BS1 et 0.03A pour BS2.
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L’ optimisation des géométries a également été effectuée avec la fonctionnelle B3LYP-
3D. Cette fonctionnelle désigne un calcul B3LYP usuel plus un terme d’énergie de cor-
rection de dispersion D3. Malgré 1’étendue de cette fonctionnelle , elle nous donne des
longueurs de liaisons Zn-N avec un écart variant entre 0.008 et 0.027 A 2 celui trouvé
avec les fonctionnelles B3LYP et M062X en fonction des différentes bases employées
(Tableau 3.1). En revanche, la variation d’énergie entre les structures A et B diminue avec
B3LYP-D3/6-31+G(d, p) d’environ 2 kcal/mol par rapport a B3LYP /6-31+G(d, p)et la
structure A reste toujours plus stable que la structure B. Nous pouvons constater que 1’in-
fluence entre les deux fonctionnelles semble non négligeable, et de méme pour les autres
niveaux de calcul.

Quatre combinaisons de bases ont ét€ employées avec les fonctionnelles B3LYP,
B3LYP-D3 et M062X pour décrire le complexe [Cu 4-(4-métyl-imidazole)]>*. Pour la
stabilité des géométries, et comme mentionné précédemment, on a trouvé les mémes ré-
sultats qu’avec le complexe [Zn 4-(4-métyl-imidazole)]*™, la structure A est plus stable
que la structure B en phase gazeuse.

Les énergies relatives des complexes et la variation de 1’énergie (AE), sont données
dans I’annexe A (Table 6.1). L’étude de Comba et al [149] sur les enzymes BCPs qui ont
le motif de site actif Cu(His), Cys Met, montre que la distance moyenne Cu-His est de
2.067A au niveau B3LYP/ CEP-31G. L’optimisation de géométrie de la structure A du
cuivre, en utilisant le potentiel standard LANL2DZ fixé pour le cuivre a la place de CEP-
31G, conduit aux distances moyennes Cu-N égales 2 2.021A et 2.026A pour les deux
fonctionnelles B3LYP-D3 et M062X respectivement. Ces valeurs semblent &tre en bon
accord avec I’étude de Comba et al [149]. Une autre étude théorique menée par Ricardo
et al [125], montre que la longueur de liaison moyenne Cu-N est de 2.022 A, ce qui est
en bon accord avec nos résultats. Par contre, 1’utilisation de pseudo-potentiel SDD avec
les différentes fonctionnelles utilisées donne une sous-estimation de la distance moyenne
Cu-N (Tableau 3.1).

Pour comparer les résultats des calculs actuels avec les données expérimentales, deux
protéines différentes contenant des ions métalliques tétra-coordonnés ont été prises en
compte : la protéine Cu-Zn-SOD dans ses deux formes réduite (Code PDB : 1QOE [146])
et oxydée (Code PDB : 1E9Q [147]) contenant a la fois une coordination His-Ny et une
coordination His-N; pour Cu. Nous avons représentés sur la Figure 3.5 la protéine Cu-
Zn-SOD avec ses deux formes réduite ainsi le site actif de chaque forme. En se basant sur
les données expérimentales de DRX, les distances des liaisons moyennes de Cu-N sont
2.18A et 2.12A pour les coordinations Cu-N; et Cu-Ny respectivement. En revanche et
contrairement aux résultats théoriques de la littérature, les longueurs des liaisons Cu-N
calculées pour A et B, sont 1égerement plus petites que celles observées en DRX.

Pour la stabilité¢ de géométrie, 1I’étude du complexe de Cu(Il) montre les mémes ré-
sultats qu’avec le complexe de Zn(II) a I’état gazeux, et la stabilité joue en faveur de
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Site actif de « 1E9Q»

Hisyyg

Hisy,

His;5

FIGURE 3.5 — Représentation graphique des structures cristallographiques de la protéine
Cu-Zn-SOD dans ses deux formes réduite (Code PDB : 1QOE [146]) et oxydée (Code
PDB : 1E9Q [147]). Le site actif est en représentation «Ball & Strict» le reste en repré-
sentation «Ribbon» pour des raisons de lisibilité, azote : bleu, carbone : blanc, oxygene :
rouge, zinc : violet, cuivre : cuivrée.

la structure A. Les fonctionnelles B3LYP-D3 et M062X estiment bien les longueurs des
liaisons Métal-N. En revanche, la fonctionnelle B3LYP-D3 réduit les longueurs des liai-
sons Métal-N par rapport a celles trouvées avec B3LYP et M062X. Généralement, les
longueurs de liaison Métal-N; calculées pour A et B, sont légerement plus petites que
celles relatives a Métal-Nj (Tables 6.5 et 6.6 de I’annexe A).

En utilisant la fonctionnelle M062X on réduit légerement les longueurs des liaisons
Zn-N, mais ce n’est toujours pas le cas pour le cuivre. En outre, les calculs DFT menés
dans cette these prédisent que les complexes de coordination adoptent systématiquement
une structure tétraédrique pour Zn et Cu.

Ces calculs montrent une grande disparité des résultats que ce soit pour la longueur
des liaisons Métal-N ou pour le calcul de I’énergie, ce qui rend difficile le choix entre
les différentes fonctionnelles puisqu’ aucune donnée structurale en phase gazeuse n’est
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disponible. Dans le paragraphe suivant, nous allons ajouter en position axiale sur le métal
une molécule de H>O étant donné qu’elle est présente dans la plupart des sites actifs des
métalloprotéines. Pour ce faire, on utilisera les deux fonctionnelles M062X et B3LYP-D3.

3.5.2 Solvatation

Dans cette partie une molécule d’eau a été examinée dans la premiere sphere de co-
ordination des ions métalliques, afin de rendre compte de 1’effet de solvatation explicite.
Nous avons obtenu deux structures C et D ayant les structures II et I respectivement (Fi-
gure 3.5).

Structure II(C) Structure I(D)

FIGURE 3.6 — Représentation graphique sur le plan de complexes de coordination mé-
tallique modélisés [(métal)—(4—méthylimidazole)4H2O]2+, C et D des deux structures II
et I respectivement. Les atomes coordonnés aux métaux sont en représentation «Ball &
Strict» et le reste en représentation «Tube» pour des raisons de lisibilité, azote : bleu,
carbone : gris, hydrogene : blanc, oxygene : rouge.

Sur la Figure 3.6, I’oxygene est représenté en rouge, 1’azote en bleu, le carbone en gris
et I’hydrogene en blanc. Les deux structures contenant quatre atomes d’azote avec une
molécule d’eau dans la sphere de coordination de 1’ion métallique, chacun lié au grou-
pement 4-méthyl-imidazole. Chaque molécule agit comme un ligand monodenté [156]
coordonné a I’ion métallique par I’atome d’azote non protoné (N ou N¢) de I'imidazole
hétérocyclique. Les données géométriques sé€lectionnées sont données dans 1’annexe A

69



CHAPITRE 3. ETUDES DE COMPLEXES DE COORDINATION A ZINC ET
A CUIVRE

(Table 6.7 pour le zinc et Table 6.8 pour le cuivre) et les distances moyennes Métal-N et
Métal-O dans le tableau 3.2. Les énergies relatives des complexes et la variation de 1’éner-
gie (AE) entre la structure 1(C) et II(D) sont données dans 1’annexe A (Table 6.3). Pour
chaque niveau de calcul deux minima correspondant respectivement aux structures I(C)
et II(D), ont été€ déterminés. Pour tenir compte des forces de dispersion et les interactions
a longue portée pour ces complexes de coordination, seules les fonctionnelles B3LYP-D3
et M062X ont été utilisées. Les différences d’énergie pour les deux métaux peuvent étre
soit positives, négatives ou nulles, selon les méthodes de calcul utilisées.

Pour le métal Zn, les différences d’énergie entre C et D sont négatives pour tous les
niveaux de calcul, sauf au niveau B3LYP-D3/SDD. En raison des petites valeurs des AE
comprises entre -0.5 et -1.7 kcal/mol, on peut considérer qu’il n’y a pas de préférence de
structure entre C contenant quatre His-Ny et D contenant un His-Nz et trois His-Nz. En
revanche, la stabilité de géométrie joue en faveur de la coordination Ny (structure I(D)).
La différence d’énergie la plus importante se trouve au niveau «B3LYP-D3/SDD» et est
égale a 3.6 kcal/mol, et comme mentionné précédemment, c’est le seul niveau de calcul
qui donne une valeur positive. Cette valeur significative montre clairement que la structure
D est plus stable que C. D’un autre coté, cet écart d’énergie (3.6 kcal/mol) peut étre di a
la sous-estimation de la longueur de la liaison Zn-N ~ 2.009 A, qui influe sur I’énergie
de cette liaison en optimisant la structure D au niveau «B3LYP-D3/SDD».

En optimisant la géométrie du complexe de zinc C au niveau B3LYP-D3/6-31+G(d,p),
la distance moyenne Zn-N est égale a 2.023 A, ainsi que les angles N-Zn-N [106.3 et
119.5°] indiquent la présence de la coordination tétraédrique de I’ion central Zn(II). La
molécule d’eau est assez loin du zinc (Zn-O= 4.6 A) de telle sort que I’atome d’oxygéne
n’a pas directement interagi avec I’atome de zinc. De méme pour la structure D avec une
distance moyenne Zn-O égale a 3.8 A. La géométrie tétraédrique est aussi le résultat de
I’addition de la base 6-311+G(d,p) sur le zinc (BS1) en optimisant les deux structures C et
D. Aucune variation significative pour les longueurs de liaisons moyennes Zn-N et Zn-O
est notée, par contre 1’addition du pseudo-potentiel LANL2DZ (BS2) sur le zinc sures-
time la longueur de la liaison moyenne (Zn-N environs 2.130 A) pour les deux structures
de zinc C et D.

La molécule d’eau agit comme un ligand sur le zinc lors de I’optimisation de deux
structures de zinc avec la fonctionnelle M062X et la base 6-31+G(d,p), le zinc coordonné
par cinq ligands donne une forme géométrique d’une pyramide déformée a base carrée
(PBC) dans laquelle 1’atome d’oxygene se trouve dans le plan pour la structure C. Cette
forme géométrique est en accord avec celle trouvée par Shi-Feng Liu et al [150] qui ont
étudié le complexe de zinc [Zn (2-pyin)>(THF)]?>* coordonné par quatre atomes d’azote et
un atome d’oxygene et ont montré que les distances moyennes Zn-N et Zn-O sont égales
22.078 A et 2.204 A respectivement.

La distance moyenne Zn-N égale a 2.089A est tres proche de la valeur trouvée par Shi-
Feng Liu et al (2.078 A), alors que celle de Zn-O est écartée de 0.01 A. La méme tendance
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Métal=Zinc

Méthodes B3LYP-D3 MO062X Expt
6-31+G(d,p) 2.023 2.089 2.078(150]
2.025 2.073
SDD 2.045 2.074
2.054 2.054
BSI 2.024 2.074
2.027 2.074
BS2 2.130 2.129
2.130 2.019

Métal=Cuivre

Méthodes B3LYP-D3 MO062X Expt
6-31+G(d,p) 2.026 2.051 2030136
2.026 2.052
SDD 2.020 2.042 2.040(153]
1.993 2.033
BSI 2.006 2.056
2.031 2.053
BS2 2.046 2.054
2.039 2.048

TABLEAU 3.2 — Longueurs de liaisons moyennes Métal-N en A pour les complexes C
et D de type [(métal)-(4-méthylimidazole)s H,O]>". Les colonnes en gris contenant les
valeurs de la structure II(C).

a été trouvée en utilisant la fonctionnelle M026X avec le pseudo potentiel SDD et la base
BS1, alors qu’avec la base BS2 la distance est écartée de 0.05 A.

Une autre étude est faite par Shu-Mei Yue et al [151] sur le complexe [Zn(II) 2-(2-pyridyl)
benzimidazole) HyO] montre que le zinc coordonné par quatre atomes d’azote et un atome
d’oxygene adopte une forme géométrique d’une PBC.

L’ optimisation de la structure D du complexe de zinc avec la fonctionnelle M062X et la
base 6-31+G (d,p) donne une forme géométrique d’une bipyramide a base triangulaire
(BPBT) dans laquelle I’atome d’oxygene se trouve au sommet et les distances moyennes
Zn-N et Zn-O sont égales a 2.073 A et 2594 A respectivement. Les longueurs de liai-
son Zn-O expliquent les formes géométriques (PBC ou BPBC) trouvées avec M062X/6-
31+G(d,p), ce qui nous permet de dire que la fonctionnelle M062X traite les interactions
Zn-0O mieux que la fonctionnelle B3LYP-3D vu qu’on a utilisé les mémes géométries de
départ. Nous avons trouvé la méme forme géométrique (BPBT) en utilisant la fonction-
nelle M062X avec BS1 et BS2 alors qu’avec le pseudo potentiel SDD la molécule d’eau
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n’est pas considérée comme un ligand.

Dans la littérature, la géométrie tétraédrique est connue comme la géométrie de coordina-
tion la plus préférable pour Zn(II) [157, 158]. Alors que nos résultats avec la fonctionnelle
MO062X montrent que le zinc adopte une forme géométrique d’une BPBT, ce qu’explique
la coordination a cinq ligands dans la plus part des métalloprotéines. Le meilleur résultat
structural obtenu en optimisant le complexe de zinc est celui trouvé avec la combinaison :
M062X/6-31+G (d,p).

FIGURE 3.7 — Représentation graphique des deux formes géométrique (BPBT et PBC)
de la structures I(D) optimisées au niveau M062X/6-31+G(d,p). Les atomes coordonnés
au cuivre sont en représentation «Ball & Strict» et le reste en représentation «Tube» pour
des raisons de lisibilité, azote : bleu, carbone : gris, hydrogene : blanc, oxygene : rouge.
cuivre : cuivrée.

Dans ce travail nous avons trouvé deux formes géométriques du complexe de cuivre
en optimisant la structure D au niveau M062X/ 6-314+G(d,p). Les deux formes géomé-
triques BPBT et BPC sont représentées sur la Figure 3.7, I’oxygene est donné en rouge,
I’azote en bleu, le carbone en gris et I’hydrogene en blanc.

La premiere géométrie converge vers une forme géométrique d’une pyramide a base car-
rée légerement déformée de telle sorte que le métal et ’atome d’oxygene se trouvent sur
I’axe de rotation C4 (Figure 3.7), alors que la deuxieme géométrie converge vers une
forme géométrique d’une bipyramide a base triangulaire déformée (Figure 3.7). Toutes
les fréquences calculées sont positives, ce qui implique que les énergies correspondent
bien a des géométries optimisées dans un minimum. La différence d’énergie entre ces
deux formes géométriques est négligeable avec un AE=0.15 kcal/mol et la stabilité joue
en faveur de la forme géométrique d’une pyramide a base carrée qui est Iégerement plus
stable avec des longueursde liaisons moyennes Cu-N=2.05 A, Cu-0=2.32 A. Donc, la
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question qui s’impose est sur la fiabilité de la méthode utilisée et la possibilité de I’exis-
tence d’un état de transition entre ces deux formes géométriques BPBT et PBC). Les
deux formes géométriques trouvées avec M062X/6-31+G(d,p) ont été ré-optimisées en
utilisant la fonctionnelle M062X et une base plus étendue 6-3114+G(d,p) puis au niveau
B3LYP-D3/6-31+g(d,p). Les résultats trouvés ne montrent aucun changement structural
ce qui nous permet de dire qu’il existe peut-étre un état de transition entre les deux formes
géométriques ou la surface d’énergie potentielle est plane.

L’ optimisation de la structure D du complexe de Cu(Il) conduit a une forme géomé-
trique d’une pyramide a base carrée avec Cu-N=2.05 A et Cu-0=2.33 A. La différence
de I’énergie AE est tres négligeable (environ 0.02 kcal/mol) entre la structure C et D
dont la forme géométrique trouvée est une pyramide a base carrée. Nos résultats au ni-
veau M062X/ 6-31+G(d,p) sont en bon accord avec les résultats de Peng Chen et al [153]
et Bertrand Xerri et al [136] . L’utilisation des pseudo-potentiels SDD, BS2 et la base
BS1 avec la fonctionnelle M062X conduisent a une forme géométrique d’une bipyramide
triangulaire déformée avec les mémes distances moyennes Cu-N et Cu-O trouvées en uti-
lisant la base 6-31+G(d,p).

En revanche, I’optimisation des structures du complexe de Cu(Il) a également été
effectuée avec la fonctionnelle B3LYP-D3. Toutes les formes géométriques trouvées avec
MO062X sont reproduites en utilisant B3LYP-D3 sauf au niveau B3LYP-D3/BS1, pour ce
niveau de calcul la forme géométrique trouvée est une pyramide a base carrée alors que la
géométrie de départ est celle optimisée avec M062X dont sa forme géométrique est une
bipyramide a base triangulaire déformée.

3.5.3 Comparaison des modeles PCM et C-PCM

Dans cette partie, nous avons utilisé€ les mémes fonctionnelles que la partie précédente,

ainsi que les différentes combinaisons des bases et des pseudo-potentiels. L’ optimisation
des géométries a été faite a partir des structures moléculaires des complexes [Métal-(4-
méthy-limidazole)4 H,0]*+ optimisées (Figure 3.6 de la section 3.5.2 Solvatation).
L’ optimisation des complexes a été réalisée en présence de I’eau comme solvant, d’une
constante diélectrique € = 78.3553. Les données géométriques sélectionnées utilisant le
modele PCM sont données dans 1’annexe A (Table 6.9 pour le zinc et Table 6.10 pour le
cuivre), alors que celles du modele C-PCM sont énumérées dans 1’annexe A (Table 6.11
pour le zinc et Table 6.12 pour le cuivre). Les énergies relatives des complexes et la varia-
tion de 1’énergie (AE) sont données I’annexe A (Table 6.4 pour le modele PCM et Table
6.5 pour le modele C-PCM).

Sur la base de la littérature [150, 159], pour les aspects structuraux, les meilleurs résul-
tats obtenus en optimisant les complexes de zinc avec le modele PCM sont ceux trouvés
au niveau M062X/6-31+G(d,p), les longueurs de liaison moyennes Zn-N et Zn-O sont
égales a 2.10 A, et 2259 A respectivement pour la structure I et 2.09 A, 2358 A pour
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la structure I(D) qui sont en accord avec les valeurs trouvées par Natalia Diaz et al [159]
sur I’étude de I’enzyme MMP2 (Zn-N et Zn-O sont égales a 2.12 A 22A respective-
ment) et Shi-Feng Liu [150]. La présence de I’eau d’une maniere implicite (PCM) affecte
légerement les longueurs des liaisons de 0.03 A. Cependant, les formes géométriques ne
sont pas modifiées, la structure (D) conserve sa forme d’une pyramide a base carrée et la
structure II(C) reste en tant que structure d’une bipyramide trigonale déformée.

Les mémes données structurales sont obtenues en utilisant la fonctionnelle et la com-
binaison des bases BS1, par contre I’ utilisation d’une seule base 6-31+G(d,p) sur tous les
atomes est beaucoup moins cofiteuse en temps de calcul. Comme mentionné précédem-
ment, la fonctionnelle B3LYP-D3 sous-estime les longueurs des liaisons pour les com-
plexes du cuivre, et méme pour 1’étude de ces complexes dans 1’eau implicite.

Métal=Zinc
Meéthodes B3LYP-D3 MO062X Expt
6-31+G(d.p) 2.054 (2.047) 2.101 (2.097) 2.1201159]
2.049 (2.050) 2.095 (2.098) 2.078 [150]
SDD 2.054 (2.054) 2.076 (2.077)
2.022 (2.023) 2.067 (2.068)
BSI 2.046 (2.048) 2.097 (2.099)
2.046 (2.052) 2.098 (2.098)
BS2 2.148 (2.149) 2.142 (2.140)
2.150 (2.150) 2.142 (2.144)
Métal=Cuivre
Meéthodes B3LYP-D3 MO062X Expt
6-31+G(d.p) 2.020 (2.021) 2.047 (2.047) 2.030!136]
2.023 (2.023) 2.047 (2.047)
SDD 2.018 (2.019) 2.043 (2.043) 2.04 [153]
2.016 (2.016) 2.034 (2.034)
BSI 2.024 (2.024) 2.064 (2.065)
2.027 (2.018) 2.056 (2.054)
BS2 2.040 (2.040) 2.052 (2.052)
2.042 (2.042) 2.048 (2.048)

TABLEAU 3.3 — Longueurs des liaisons moyennes Métal-N en A pour les complexes C
et D de type [(métal)-(4-méthylimidazole); H,O]** en solvant implicite PCM (C-PCM
entre parentheses et les colonnes en gris contenant les valeurs de la structure I1(C)).

Le tableau ci-dessus (Tableau 3.3) regroupe les données structurales pour les lon-
gueurs de liaisons Métal-N des complexes C et D, [Métal-(4-méthyl-imidazole), H,0]*t,
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en utilisant deux modeles de solvatation implicite PCM et C-PCM. Les données géomé-
triques obtenues au niveau M062X/6-31+G(d,p) de la structure I(D) des complexes de
zinc et de cuivre sont données en noir et celles de la structure 1I(C) sont représentées en
gris.

En se basant sur les données regroupées dans le tableau 3.3, les longueurs des liaisons
moyennes Zn-N= 2.047 A et Zn-O=2.294 A au niveau M062X/6-31+G(d,p) sont en bon
accord avec les valeurs trouvées par Peng Chen et al [153]. Le modele de solvatation C-
PCM nous donne les mémes valeurs obtenues avec le modele PCM. Le choix du solvant
implicite n’implique aucun changement significatif, ni en termes de forme, ni en termes
longueurs de liaisons. En effet, les différences constatées étaient de 1’ordre de 0.01 A pour
les distances et 0.04 degrés pour les angles.

Dans la partie précédente, les différences d’énergie sont soit positives, négatives ou
nulles, selon les méthodes de calcul, et quel que soit le métal, Zn ou Cu. L utilisation de
solvant implicite PCM et C-PCM n’a pas modifié ces différences. D’apres les résultats
énergétiques que nous avons obtenus, le calcul C-PCM donne un tres faible écart de 0.01
kcal/mol par rapport aux résultats obtenus avec le modele de solvatation PCM. En se
basant les présentes valeurs d’énergies calculées, et parce que les différences d’énergie
peuvent étre soit positives ou négatives selon les méthodes de calcul, il n y a pas de
préférence prévue entre la coordination Ny et la coordination Nx.

3.6 Nombres de coordination du Zinc et du cuivre

En phase gazeuse, avec les complexes quatre fois coordonnés, 1’ion métallique coor-
donné a quatre ligands prend une forme géométrique tétraédrique dans tous les niveaux
de calcul. En présence de I’eau comme étant cinquieme ligand, un seuil inférieur 2 2.5 A
pour les longueurs des liaisons Métal-N et Métal-O est actuellement défini comme la li-
mite pour une liaison métallique Métal-N ou Métal-O pour qu’elle soit considérée comme
une coordination. Des sites actifs cinq fois coordonnés sont présents dans les protéines,
pour Cu(Il) et Zn(II) [146].

Dans les deux structures I(D) et I[I(C), les nombres de coordination calculés des complexes
coordonnés de cuivre et de zinc sont systématiquement cinq en utilisant la fonctionnelle
MO062X a I’exception des niveaux de calcul M062X / 6-31G (d, p) et M062X / BS2 pour
la structure II(C) contenant le Zn (Tables 6.2, 6.3 et 6.4 de ’annexe A). Quel que soit
le métal, cuivre ou zinc, des nombres de coordination différents sont calculés pour C et
D selon les méthodes utilisées. Dans le cas de la fonctionnelle B3LYP-D3, des nombres
de coordination de 5 ou de 4 sont prévus, en fonction des ensembles de bases, des ions
métalliques et des structures I(D) et II(C). En utilisant la fonctionnelle B3LYP-D3 avec
SDD et BS2, les complexes D contenant du cuivre sont quatre fois coordonnés puisque
la molécule d’eau est un peu loin de la premiere sphere de coordination du cuivre. Dans
le cas du complexe C contenant Zn(Il) et calculé au niveau B3LYP-D3/6-31+G(d,p), la
distance moyenne Zn-N est de 2.023 A, etles angles N-Zn-N sont dans I’intervalle allant
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de 106.3° a 119.5° indiquant la présence d’une coordination tétraédrique de Zn(II) avec
un nombre de coordination de quatre, alors que la molécule d’eau n’interagit pas comme
un ligand puisqu’elle n’est pas dans la premiere sphere de coordination du zinc.

La combinaison d’une molécule d’eau avec un solvant implicite (PCM et CPCM)
induit une modification significative des résultats calculés pour les complexes de coordi-
nation du cuivre, étant donné que seulement les complexes cinq fois coordonnés pour
C et D sont prédits. La sphere de coordination de Zn dans les complexes D [Zn (4-
Melm)4, H,O]** atteint également une valeur de cinq en utilisant la fonctionnelle M062X
avec des solvants implicites, quels que soient les ensembles de bases (Table 6.4 de I’an-
nexe A). Comme dans le cas du cuivre, pour les complexes [Zn (4-Melm)4, H,0]%%, les
nombres de coordination sont différents selon la fonctionnelle B3LYP-D3 en fonction des
ensembles de bases. Comme le montrent les Tables 6.3 et 6.4 de I’annexe A, les structures
quatre fois coordonnées sont prévues pour C et D en utilisant la fonctionnelle B3LYP-D3
avec la base 6-31+G(d,p) et les ensembles de base BS1. Les structures quatre fois coor-
données sont prévues pour D en utilisant le pseudo potentiel SDD.

Les structures C et D calculées avec une coordination de cing, ont des géométries hau-
tement symétriques (bipyramide a base carrée ou bipyramide a base triangulaire) ou des
structures intermédiaires. Dans plusieurs cas (Tables 6.2-4 de 1’annexe A), une structure
pyramidale carrée (comme pour B3LYP-D3/6-31+G(d,p) avec et sans solvant implicite)
est calculée pour le cuivre, mais une structure de bipyramide a base triangulaire peut tre
calculée également (ce qui est le cas, par exemple, en utilisant B3LYP-D3/SDD pour le
complexe C de zinc contenant un 4-Melm en position apicale et un angle N-Zn-N supé-
rieur a 110°). Ces deux structures (bipyramide a base carrée ou bipyramide a base triangu-
laire) peuvent étre localisées avec la différence d’énergie négligeable (< 1kJ / mol), selon
les méthodes de calcul. Une structure pyramidale carrée et une structure pentagonale avec
une longueur de liaison moyenne Cu-N de 2.05 A, une longueur de liaison Cu-O de 2,32
A (Tableau 3.3 et Figure 3.7) et avec des valeurs d’énergie trés similaires ont été calculées
en utilisant M062X/6-31+G(d, p) et d’autres méthodes différentes (M062X/6-31+G(d,p),
M062X/6-311+G(d,p), B3LYP-D3/6-31+G(d,p) et B3LYP-D3/6-311+G(d,p)). Ces résul-
tats indiquent clairement que la surface d’énergie potentielle est plane et conduisent a des
structures tres proches en énergie (seules les énergies les plus stables ont été données dans
les tableaux).

Bien que les structures hautement symétriques d’une bipyramide a base carrée et bi-
pyramide a base triangulaire sont rapportées dans la littérature, la présence de ligands
4-Melm diminue probablement la symétrie fournissant la forme pseudo (ou déformée)
pyramidale a base carrée ou bipyramide trigonale.
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3.7 Analyse topologique de la Fonction de Localisation
Electronique (ELF)

Afin de caractériser I’interaction de la liaison cuivre-N, 1’analyse ELF a été effectuée.

HZ\}\H HZE \ H@HNQ\

40 % 40 %

b2
=
o
&

FIGURE 3.8 — Les principales formes mésomeres de 1’analyse ELF du 4-M¢éthyl-
imidazole.

La carte ELF dans le plan N-C-N du complexe D [Cu (4-Melm)4 H,0]%", les do-

maines de localisation pour ELF = 0.81, et les populations des bassins de valence de la
Fonction de Localisation Electronique (ELF) sont présentés sur la Figure 6.1 de 1’annexe
A. Les populations ELF de certains bassins de valence de 4-Melm sont présentées sur la
Figure 6.2 de I’annexe.
Les formes mésomeres les plus représentatives et leur poids, estimés a partir des po-
pulations ELF et les covariances des bassins de valence du groupement histidine, sont
représentées sur la Figure ci dessus (Figure 3.8). Les principales formes présentent une
description zwitterionique de la liaison d’imine C-N.

Dans I'image ELF, comme prévu, 1’état formel d’oxydation du cuivre est de deux
(Cu(Il)) et 80% de la densité de spin est localisée au centre du cuivre. Dans les deux
formes géométriques du complexe de cuivre, bipyramide a base triangulaire ou la pyra-
mide a base carrée, la description ELF des quatre ligands 4-Melm est équivalente et tres
semblable a celle du ligand 4-Melm libre (presque les mémes populations et covariances)
(Figure 6.1 de I’annexe).

L’analyse ELF du bassin de valence di-synaptique V (Cu, N) est indicative d’une liai-

son dative Cu-N. Elle présente une population électronique 1égerement plus grande que
celle de V (N) dans le 4-Melm libre (3.0 par rapport a 2.9 e). L’ attracteur correspondant
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est situé plus pres du noyau d’azote que celui relatif au V (N) dans le 4-Melm libre (0.636
par rapport 0.715 A). Ces deux caractéristiques indiquent que le poids des formes mé-
someres zwittérioniques de 4-Melm a légerement augmenté dans le complexe de cuivre.
La covariance entre V (Cu, N) et le bassin de cceur du cuivre, c’est- a-dire la covariance
Cov[V(N), C(Cu)] =-0.18 est indicative d’une liaison dative Cu-N, méme si la QTAIM de
contribution atomique de Cu dans le bassin V (N) est faible (0,14 e, c’est- a-dire inférieure
a 10% de la population du bassin). Cette liaison dative présente donc un fort caractere io-
nique tel que suggéré par les formes mésomeres les plus représentatives correspondant a
un ion Cu(Il) en interaction électrostatique avec les formes mésomeres zwittérioniques de
4-Melm.

La figure ci-dessous (Figure 3.9) représente le graphe moléculaire QTAIM de la struc-
ture II(C) du complexe de cuivre optimisée au niveau M062X/6-31+G(d,p) avec une géo-
métrie d’une bipyramide triangulaire. Selon la classification de Macchi’s [113], les para-
metres topologiques QTAIM aux points critiques de liaison Cu-N (resp. Cu-O ) sont in-
dicatifs d’un donneur-accepteur (datif) de liaison Cu-N (resp. Cu—O)(Apbcp)O et Hbcp<0,
comme le montre la Table 6.13 de I’annxe A). Le degré de covalence, tel que mesuré
par le rapport (Hpc, / Ppcp) €st identique pour les quatre liaisons Cu-N, mais beaucoup
plus faible pour la liaison Cu-O. Les énergies d’interaction Cu-N estimées a partir de la
corrélation Espinosa [160, 161] (Table 6.13 de I’annexe), sont similaires pour les quatre
liaisons Cu-N et environs trois fois plus fortes que I’interaction Cu-O.
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FIGURE 3.9 — Le Graphe moléculaire QTAIM de [Cu(4-Melm)4, H>O] 2+ avec une symé-
trie quasi bipyramidale triangulaire, structure D calculée au niveau M062X/6-31+G(d,p).
Les points critiques de liaison sont représentés sous forme de spheres vertes, Les atomes
sont en représentation «Ball & Strict». azote : bleu, carbone : gris, hydrogene : blanc,
oxygene : rouge. cuivre : cuivrée

3.8 Analyse des fréquences
Les spectroscopies vibrationnelles (Raman et infrarouge) sont particulierement utiles

pour I’identification de la coordination de I’histidine puisque certains modes sont tres
sensibles a la structure géométrique. Plusieurs bandes dans le domaine infrarouge ont
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été utilis€es comme marqueurs pour les anneaux d’imidazole neutres simplifiés pour les
complexes de cuivre (II) et de zinc (II) parce qu’ils sont relativement bien identifiés. Mais
il est également important de déterminer si ces modes IR peuvent étre identifiés dans des
systemes mixtes et plus complexes comme la structure I dans cette étude (formes N-
Métal et N-Métal) et d’évaluer la fiabilité des méthodes de calcul.

Dans cette partie, nous avons choisi la structure I(D) optimisée dans un solvant implicite
(PCM) pour I’analyses des fréquences vue que c’est une structure mixte contenant a la
fois la forme N;-Métal et la forme Ny-Métal.

Ce travail : calculés@ Littérature : calculés(”)  observés
MO62X/ () PED B3LYP-D3/ () PED B3LYP/ PED Raman(©)
6-31+G(d,p) 6-314+G(d,p) 6-31G(d,p)
NzZn
1625-1619  55%Vv(C4Cs) 1569-1607  38%Vv(C4Cs) 1603 58%V/(C4Cs) 1580
1600 60%V(C4Cs)
1542-1531  22%v(CaNy) 1490-1483  17%V(CoNy) 1522 25%v(CyNy) 1500
1519 16%v(CaNy)
1356-1340  29%V/(CoNy) 1300-1250  19%V(CaNy) 1324 38%V(CaNy) 1500
23%V(C4Ny) 28%V(C4Ny) 14%V (C4Ny) 1274
1296-1287 18%V(N:Cs) 1248-1247  21%V(N:Cs) 1278 36%V(N:Cs) 1232
17%V (C4Nr) 11%V(CyNy) 33%V(C4Ny)
1167-1175 31%V(CaN; 1163-1164  31% v(CoN:) 1194
26% 8(CoN-H, 16%8(CoN-H,
CsN:H) CsN:H)
20% S(HC,Ny, 16% S(HC) Ny,
20% HC,N;) HCoNy)
1193-1189 36% v(CsNz) 1164-1163 47% v(CsNr) 1092
29% &(C4CsH, 23% 8(C4CsH,
HCsNy) HCsNz)
N-:Zn
1641 48%V(C4Cs) 1585 46%V(C4Cs) 1606
1532 36%V(CoNy) 1489 30%V(CoNy) 1503
1276 30%V (N:Cs) 1245 14%V(NyCs)
48%V(CoNy) 11%v(CoNy)
1125 40%V(N:Cs) 1097 45%V (N+Cs) 1092

TABLEAU 3.4 — Modes vibrationnels calculés en cm™! des bandes N:H-MeIm et N;H-MeIm pour la
structure I du zinc avec les fonctionnelles M062X et B3LYP-D3.
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Les Tableaux (3.4 et 3.5) résument les fréquences de vibration calculées avec les fonc-
tionnelles M062X et B3LYP-D3 et la base 6-31+G (d, p) appartenant a différentes formes
N-:-Métal / Nr-Métal, présentes dans nos complexes métalliques.

Ce travail : calculés@ Littérature : calculés(®) observés
MO62X/ () PED B3LYP-D3/ () PED B3LYP/ PED FTIR)  Raman ()
6-31+G(d.p) 6-314+G(d,p) 6-31G(d,p)
N;Cu
1626-1620  55%V(C4Cs)  1567-1562  52%v(C4Cs) 1597 58%V(C4Cs) 1590
1546-1533  22%V(CoNp)  1496-1481  25%v(C>Ny) 1517 27%V(CaNy) 1502
1369-1365  38%Vv(CaNy) 13171312 26%V(CaNg) 1323 38%v(CyNy)
20%V(C4Ny) 23%V(C4Ny) 14%V (C4Ny)
N-:Cu
1641 48%v(C4Cs) 1585 36%V(C4Cs) 1621 529v(C4Cs)  1602-1618 1594
1599 449%v(C4Cs)
1545 21%v(CoNy) 1484 36%V(CoN;) 1512 36%V(CoN;) 1503
1508 36%V(CoN;)
1376 17%v(CyNy) 1331 23%v(CoNy) 1352 30%v(CoN;)
16%V/(C4Ny) 229V(C4Ny) 10%V/(CNy)
- - - 1364 32%v(CoNy)
1289 30%8(C4CsH, 1252 43%3(C4CsH, 1274
HCsN;) HCsNy)
33%V(N:Cs) 17%V(N<Cs)
13%V(CyNy) 13%V(CyNy)

TABLEAU 3.5 — Modes vibrationnels calculés en cm~! des bandes N;H-MeIm et N;H-MeIm pour la
structure I du cuivre avec les fonctionnelles M062X et B3LYP-D3.

Six types de données sont indiquées dans ces tableaux :

Les spectres vibrationnels de la structure I optimisée aux niveaux B3LYP-D3/6- 31+G(d,p)
et M062X/6-31+G(d,p) sont superposés sur la Figure 3.10 pour le cas du zinc et la Figure
3.11 pour le cas du cuivre.

Comme le montrent les Figures 3.10 et 3.11, nous avons trouvé une différence variant
de 20 290 cm~! entre la fréquence calculée avec les fonctionnelles M062X et B3LYP-D3.
Les meilleures fréquences sont trouvées avec B3LYP-D3, en se basant sur les comparai-
sons de nos résultats avec ceux de la littérature aussi bien théoriques qu’expérimentaux.

Le mode v (NH) implique les vibrations d’étirement V(NH) et / ou v(Nz-H), pour
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(@) Les fréquences calculées dans ce travail, ont été mises a I’échelle avec un facteur
d’échelle uniforme de 0.979 pour la fonctionnelle M062X et 0.965 pour la fonctionnelle
B3LYB-D3.

(®) Les fréquences calculées du modele 8H (ox) du site actif, Cu(His)s H,O Zn(His)s
ASP), de I’enzyme Cu(Il)-Zn-SOD [136].

(©) Les fréquences observées par Miura et al a partir du spectre Raman du cristallin
pentahydrate (bis-(histidino)-zinc(Il)) et d’une solution aqueuse d’un peptide 27-mer a

doigt de zinc en présence de ZnCl, [162, 163].

@) Les fréquences du spectre FTIR de modele 8H (ox) du site actif, (Cu(His); H,O
Zn(His)3z ASP), de I’enzyme Cu(11)-Zn-SOD [136].

(¢) PED est la distribution de I’énergie potentielle en pourcentage.

() Les fréquences observées par Miura et al a partir des spectres Raman du cristallin
déshydraté (-alanyl-L-histidino) cuivre (II) et les fréquences du spectre raman du cristal-
lin Cu-PHGGG [163, 164].

B3LYP-D3/6-31+G{d.p)
MO62X/6-31+G(d.p)

[l o e s s ]

U 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Frequency

FIGURE 3.10 — Superposition des spectres IR de la structure I du zinc optimisée dans un
solvant implicite (PCM) aux niveaux B3LYP-D3/6- 31+G(d,p) et M062X/6-31+G(d,p).
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FIGURE 3.11 — Superposition des spectres IR de la structure I du cuivre optimisée dans un
solvant implicite (PCM) aux niveaux B3LYP-D3/6- 31+G(d,p) et M062X/6-31+G(d,p).

les coordinations Nz-Métal et N:H -M¢étal, respectivement. En utilisant la fonctionnelle
B3LYP-D3 et la base 6-31+G(d, p), les fréquences d’élongation N-H du complexe de
zinc dans un solvant implicite (PCM) se trouvent dans la région (3520-3523 cm™ 1) pour
la coordination en Nyz-Zn et 3515 cm™! pour la coordination N;-Zn. De méme, la vibra-
tion d’étirement N-H de complexes de cuivre pour les coordinations Nz-Cu et N;Cu sont
(3522-3527 cm™ Y et (3512 cm™ 1), respectivement. Ces résultats peuvent étre comparés
a ceux calculés par Hasegawa et al [165].

Le mode de vibration de pliage (C2N:H, C5N:H) contribue en tant que combinai-
son des modes d’étirement V(C2Ny) et V(N{C5) pour la coordination Ny-Métal, tandis
que le mode (C2NzH, C4NzH) contribue en tant que combinaison des modes v(C4C5) et
(CH3) asymétrique pour la coordination N-Métal. La vibration de déformation N;H pour
les complexes de zinc et de cuivre dans les deux solvants implicites (PCM et CPCM) se
produit dans la région des fréquences (1444-1447 cm™!). Cependant, les bandes de fré-
quences NzH sont dans une région inférieure. Pour le complexe de zinc, la vibration de
déformation N;H calculée est égale a (1400 cm~ 1) dans les deux modeles de solvatation,
tandis que celle du cuivre se trouve 2 1398 cm~! en présence d’eau implicite (PCM et
CPCM). Miura et al [163], ont attribué et enregistré les spectres de vibration Raman du
Cu(I)-(-Ala-His) et Co(II)-4-méthylimidazole, la bande de fréquences NyH a été obser-
vée dans la région (1434-1425 cm™ ). Ce mode de vibration a été considéré comme un
marqueur Raman N;H -Melm [163, 164]. L’étude du complexe Zn(II)-4-Melm-(H,0)3
par Hasegawa et al [165], montre que le mode d’étirement N;H est égal a 1414 cm™!, ce
qui est en accord avec notre résultat concernant le complexe de zinc.
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Le mode d’étirement C4=C5 de I’anneau d’histidine a été décrit comme une bande
de marqueur de la spectroscopie Raman pour 1’étude des interactions Métal-His dans les
peptides et les protéines [136, 163, 164, 166]. En Utilisant la fonctionnelle B3LYP-D3/6-
314G (d, p), la vibration d’étirement C4=C5 de I’'imidazole de I’hétérocycle de I’histidine
est calculée dans la région (1569-1567 cm™!) lorsque 1’atome N de I’anneau imidazole
agit comme un ligand du zinc et I’atome Ny est protoné. En revanche, si le zinc est co-
ordonné par N; et Ny étant protoné, ce nombre d’onde est plus élevé et égal a 1585
cm~!. Ces résultats sont en accord avec ceux observés par Miura et al [163, 164] (1580
cm™! pour la coordination NyZn et 1606 cm ™! pour la coordination N:Zn). L’étude de
I’enzyme Cu(Il),Zn-SOD enzyme par Xerri Bertrand et al [136] montre que la vibration
C4=C5 calculée dans la région de 1603 4 1606 cm~! pour la coordination N;Zn, peut
étre comparée avec nos résultats de fréquences calculés au niveau M062X/6-31+G(d,p)
(1625-1619 cm~! pour la coordination NzZn ). Dans la méme étude, Xerri Bertrand et
al, ont calculé la vibration C4=CS5 qui se trouve dans la région (1599-1621 cm™!) et cor-
respond a la coordination N;Cu. Les bandes expérimentales observées dans le domaine
FTIR 2 1618 cm™! et 1602 cm™~! correspondent 2 la fréquence d’étirement de C4=C5 de
la coordination N;Cu, et la fréquence d’étirement C4=C5 calculée vaut 1597 cm™~! pour
la coordination N;Cu. Ces résultats théoriques et expérimentaux peuvent étre comparés
avec avec les notres (1585 cm-1 pour la coordination N.Cu et entre 1567-1562 cm-1 pour
la coordination N;Cu au niveau B3LYP-D3/6-31+G(d,p)), méme s’il existe des décalages
importants pour certains modes de vibration. Généralement, les décalages importants des
fréquences plus élevées présentes dans nos calculs par rapport aux valeurs expérimentales
sont trouvés au niveau M062X/6-31+G(d,p) et pourraient étre dux au choix du facteur
d’échelle. Cependant, le meilleur facteur d’échelle pour les complexes métalliques en
présence du méthyle-imidazole peut étre légerement différent en raison de la taille du
systeme et de la présence de 1’ion métallique.

Les fréquences calculées des modes V(C2Ny) et V(C2Ny) pour la coordination Nz-
Meétal et Ng-Métal, sont en bon accord avec la fréquence calculée par Xerri Bertrand et
al [24]. Nous avons trouvé les mémes tendances avec la contribution de mode v(C2Ny) /
v(C4Npy) pour la coordination Ny-Métal et la contribution de modes V(C2Nyz) / v(C4Ny)
pour la coordination N;-Métal. La bande d’étirement C5-N; observée autour de 1100
cm™! a été considérée comme un marqueur de 1’état de protonation de I’histidine [167],
et nos valeurs de fréquences sont en bon accord avec la littérature.

3.9 Conclusion
Dans ce chapitre, des complexes de Zn(II) et Cu(Il) avec le 4-méthyl-imidazole ont

€té modélisés par les méthodes de la théorie de la fonctionnelle de la densité (DFT). Dans
tous les niveaux de la théorie, nos calculs ont montré une préférence pour les quatre com-
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plexes coordonnés contenant un Nz 1i€ au 4-méthyl-imidazole (Structure I) ce qui suggere
que I’azote Ny joue un réle important dans la stabilité des structures, bien que ce n’est pas
le cas pour les nombres de coordination plus élevés. Dans la phase gazeuse, I’ion métal-
lique est coordonné a quatre ligands dans une géométrie tétraédrique a tous les niveaux de
calcul. En présence d’une molécule d’eau en tant que cinquieme ligand, toutes les struc-
tures des quatre composés sont tres différentes les unes des autres, mais certaines d’entre
elles sont tres symétriques telle que la pyramide a base carrée ou la bipyramide trigonale,
pour Cu(Il) et Zn(Il) . Les formes géométriques trouvées dans ce chapitre sont en accord
avec les structures expérimentales contenant Cu(Il) et Zn(II) . De plus, le fait que les
complexes de zinc présentent des structures différentes de celles du cuivre doit étre pris
en considération lors de I'utilisation de ces métaux en tant que sondes spectroscopiques
pour I’étude des enzymes de zinc. Les données structurales obtenues dans 1’eau en uti-
lisant les deux modeles de solvatation implicite (PCM et C-PCM), montrent une bonne
corrélation avec les études expérimentales en solution aqueuse. Nous ne rapportons pas de
différences entre les résultats des deux modeles de solvatation. Cependant, le solvant joue
un role important pour le complexe de cuivre en inversant la stabilité relative en faveur
de la liaison Cu-Ny pour une combinaison spécifique d’ensemble de fonctionnelle/bases
et induit des changements significatifs dans les résultats calculés pour les complexes de
coordination du cuivre. Comme on le voit a partir de 1’analyse topologique, I’interaction
non covalente entre les anneaux neutres 4-méthylimidazole avec Cu(Il) , suggere que la
liaison Cu(II)-N a un fort caractere ionique. Les fréquences harmoniques calculées de
nos complexes modeles des sites actifs sont en accord avec la littérature en utilisant la
fonctionnelle B3LYP-D3, alors qu’elles sont un peu élevées en utilisant la fonctionnelle
MO062X. Nous pouvons conclure que les méthodes qui tiennent compte de 1’interaction a
longue portée se sont avérées tres efficaces pour la modélisation des complexes modeles
des sites actifs. Nous allons donc les utiliser dans le chapitre suivant.

Les travaux de recherche présentés et décrits dans ce chapitre sont publiés dans une
revue internationale impactée :
Coordination complexes of 4-Methylimidazole with Zn(II) and Cu(Il) in gas phase and
in water : A DFT Study : Malek Boukallaba, Boutheina Kerkeni, Christine Lepetit and
Dorothée Berthomieu. Journal of Molecular Modeling. DOI : 10.1007/s00894-016-3167-
X
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CHAPITRE 4
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Sommaire

41 Introduction ... .. ... ...ttt ittt 87
4.2 Modélisation du site actif de la chaine B de ’enzyme native L1 . . . 89

4.2.1 1. Préparation du fichier de données de calcul pour I’enzyme

native L1 . . . ... ... 89

4.2.2 Optimisation de la chaine L1(B) native . . . .. ... ... .. 91

423 Résultats . . . . . . ... e 93

4.3 Modélisation du complexe enzyme L1-inhibiteur IT . ... ... .. 100
4.3.1 Inhibiteur enzymatique . . . . . . . . . ... ... ... 100

4.3.2 Optimisation de I’enzyme L1 en présence de I’inhibiteurs II . . 103

433 Résultats . . . . . . .. ... 105

4.4 Modélisation du complexe enzyme L1-inhibiteur I . ... ... ... 108
4.4.1 Optimisation de I’enzyme L1 en présence de I’inhibiteur I . . . 108

442 Résultats . . . . ... 109

45 Conclusion . . ... ... ..ttt e e 111

4.1 Introduction

Comme nous 1’avons mentionné en introduction, nous nous concentrons sur 1’étude
des structures de métallo-B-lactamases en vue de voir comment des calculs QM/MM
permettent de prédire les géométries et les affinités d’inhibiteurs pour des métallo-[3-
lactamases. L’ objectif est de déterminer quelle est la méthode de calcul la mieux adaptée
en vue de pouvoir I’utiliser pour d’autres métallo-B-lactamases de structures indétermi-
nées complexées a des séries d’inhibiteurs.

La métallo-P-lactamase L1 a été reproduite, surexprimée et partiellement caractérisée
par des études cinétiques et cristallographiques. Dix-sept structures cristallographiques
de L1 sous plusieurs formes sont maintenant disponibles dans la base de données de pro-
téines «Protein Data Bank» [19, 20, 168, 169, 170]. Cette enzyme existe sous la forme
d’un homotétramere de ~118 kDa en solution et a I’état cristallin, elle contient deux
chaines A et B, chacune incluant deux Zn(II) li€s entre eux par une molécule d’eau et un
anion hydroxyde. L'un des deux cations Zn(II) noté Znj, est li€ a trois résidus histidine
(His116, His118 et His196), tandis que 1’autre, noté Znj, est lié a deux histidines (His121
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et His263) et un anion aspartate (Asp120). Le site actif de la chaine B de L1 est représenté
sur la Figure 4.1, I’azote est donné en bleu, le carbone en gris, I’oxygene en rouge et le
zinc en violet.

W1 (Hydroxyde)

Asp;yo

. His;,,
His, ¢

W2 (Molécule d'eau)

FIGURE 4.1 — Représentation graphique de la structure expérimentale du site actif de
I’enzyme L1 (native), ou W1 est un hydroxyde (OH ) et W2 est une molécule d’eau
(H>0). Les deux cations de zinc, W1, et W2 sont en représentation «Ball & Strict» et le
reste en représentation «Tube», azote : bleu, carbone : gris, hydrogene : blanc, oxygene :
rouge.

Dans ce chapitre, nous avons déterminé les structures de sites actifs de la famille B3 de
métallo- B-lactamases dans leur forme native (code PDB 2FM6 [169]) et certains de ces
sites en présence d’inhibiteurs pour comparer les affinités de différentes familles synthé-
tisées dans le groupe de Jean-Francois Hernandez de ’'IBMM a Montpellier. Les études
des calculs quantiques ont été largement utilisées pour étudier la structure des ions Zn
(II), I’ état de protonation du site actif, et les liaisons avec les différents inhibiteurs utilisés.

L’approche QM/MM est essentielle car elle offre I’avantage de pouvoir décrire des
systemes contenant un treés grand nombre d’atomes et ainsi prendre en compte 1’environ-
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nement proche du site actif constitué de métaux ou ions métalliques. A 1’aide de cette
approche, on peut atteindre une description fiable des interactions chimiques et électro-
statiques au niveau du site actif décrites a I’aide d’une méthode QM, tel le transfert de
charge et de polarisation[171], et qui est capable de prédire le nombre de coordination
ainsi que des changements de nombre de coordination pouvant avoir lieu au cours d’une
réaction. Cependant, cette approche requiert des temps de calcul longs pour une protéine
telle que la L1 et nécessite de grandes ressources de calcul.

4.2 Modélisation du site actif de la chaine B de ’enzyme
native L1

4.2.1 1. Préparation du fichier de données de calcul pour I’enzyme
native L1

Deux structures de I’enzyme L1 obtenues par diffraction des rayons X sont dispo-

nibles sous sa forme native : code PDB 1SML [19] et Code PDB 2FM6 [169]. L’enzyme
native 2FM6 a été choisie comme systeme modele dans cette étude vu qu’elle représente
la structure de L1 native la plus récente .
Le téléchargement de cette derniere a été exécuté a partir de la base de données RCSB
Protein Data Bank (http ://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Sachant que la principale
différence entre la structure native L1 la plus récente (2FMO6) et la structure précédente
(1SML) est le doublement de I’axe C, le groupe d’espace ! passe de P6422 a4 P6522 [169]
ainsi que la résolution en A. La structure 3D de L1 native "1SML" obtenue par diffraction
des rayons X avec une résolution de (1.7 A) et un pH de 7.75, alors que celle "2FM6" avec
une résolution de (1.75 A), un pH de 7.5 et elle cristallise sous la forme d’un monomere
constitué de 4590 atomes.

Dans ce travail, nous nous sommes intéressés a la modélisation de la chaine B de
I’enzyme L1 contenant le site actif Di-Zn. Tout d’abord, nous avons supprimé la chaine
A de L1 a I’aide du logiciel MolProbity (site : http ://molprobity.biochem.duke.edu/).
Ensuite, nous avons simplifié le modele de I’enzyme par élimination des molécules d’eau
a I’exception d’une seule molécule d’eau et un ion hydroxyde (OH ™) qui sont directement
liés au site actif de I’enzyme. De plus, plusieurs substrats situés a I’extrémité des chalnes
utilisées lors de la co-cristallisation ont €té€ enlevés (6 SO, et 2 Glycérol). Comme la
plupart des structures cristallines sont encore sans atomes d’hydrogenes, alors nous les
avons ajoutés a la structure en utilisant MolProbity qui est tres efficace pour ajouter et
optimiser les positions des hydrogenes [172]. Néanmoins, nous avons rencontré quelques
problemes de protonation aux extrémités de la chaine latérale de Glu24, I’His94, et de

1. Le groupe d’espace d’un cristal est constitué par I’ensemble des symétries d’une structure cristalline,
c’est-a-dire I’ensemble des isométries affines laissant la structure invariante.
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Gly317.

AL o % Substrats

_ Chainz A Site actif

Chainz B—3"

FIGURE 4.2 — Représentations graphiques de la structure expérimentale de I’enzyme L1
(A), de la chaine B de L1 (B) et du modele simplifié de la chaine B de L1 (C). Le site actif
est représenté en «Ball & Strict», les autre atomes étant en «wireframe» pour des raisons
de lisibilité, azote : bleu, carbone : gris, hydrogene : blanc, oxygene : rouge, zinc : violet.

Pour cela, tous les acides aminés (AA) ont été soigneusement vérifiés en fonction de la
valeur de pH. A pH 7, les AA chargés positivement sont en général les Lys, Arg et 1’His,
tandis que les AA, Asp et Glu ont une charge de -1 et tous les autres AA sont neutres
(Non chargés a pH neutre : Ser, Thr, Cys, Asn, Gln, Tyr, Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Met, Phe,
Trp et Pro). Notre modele de I’enzyme Native L1 simplifiée et protonée ainsi que les rési-
dus du site actif sont représentés dans la Figure 4.2. Dans le modele simplifié, le nombre
d’atomes est 3969 avec une multiplicité de 2 et une charge totale de +2. L’ optimisation de
I’enzyme L1 simplifiée a ét€ exécutée a I’aide du logiciel Gaussian 09 en deux étapes qui
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seront détaillées dans la suite.

4.2.2 Optimisation de la chaine L1(B) native

Nous avons défini des systemes de taille relativement modeste (moins de 100 atomes)
pour la partie QM. Cette derniere a été calculée a 1’aide de méthodes fondées sur la théo-
rie de la fonctionnelle de la densité (Fonctionnelles M062X et B3LYP-D3), tandis que la
partie MM a été calculée a I’aide du champ de force UFF et dans un autre cas a 1’aide du
champ de force Amber.

/ ASP Tronqué
(COOCH,?)

Méthylimidazole
(Melm)

ASP simplifié

J .‘.‘ CHOO

/ Imidazole (Im) | |

B ok
Q. :

H ajouté

H ajouté

Modale 1 (QM1) Modeéle 2 (QM2)

FIGURE 4.3 — Représentation graphique de la structure limitée au site actif de I’enzyme
native L1. Les atomes sont en représentation «Ball & Strict», azote : bleu, carbone : gris,
hydrogene : blanc, oxygene : rouge, zinc : violet.

[utilisation de ces outils pour ce type de molécules est tres fréquente depuis de nom-
breuses années et est réalisable sans difficulté majeure. L'utilisation des mémes outils
(QM) pour des molécules de tres grande taille, comme prévu dans ce chapitre (les en-
zymes), pose différents problemes techniques qu’il est nécessaire d’aborder avant toute
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étude d’intérét chimique et/ou physique. Le probleme concerne la faisabilité de ces cal-
culs, que ce soit d’un point de vue du temps de calcul nécessaire ou de la mémoire des
ordinateurs disponible. Pour résoudre ce probleme et comme mentionné précédemment,
nous avons utilisé I’approche QM/MM dans un premier temps et malgré 1’étendue de cette
approche, un autre probleme porte sur la facon de procéder pour déterminer ces calculs,
il est impossible d’achever ces calculs directement.

Pour I’enzyme L1 native nous avons considéré les ions Zn et leur premiere sphere de
coordination pour définir la partie QM ce qui a conduit a un modele QM1 de 50 atomes et
un modele QM2 de 56 atomes de la chaine B issue de la structure cristallographique (Code
PDB : 2FM6) contenant 289 résidus. En partant de la structure cristallographique 2FM6,
et pour obtenir le premier modele QM 1, chaque chaine latérale d’histidine a été tronquée
a la position (Cp) afin d’inclure des cycles Im™ et une grande partie de I’acide aspartique
pour obtenir le groupement COO>~ comme le montre la figure (4.3). Le deuxieme modele
QM2 a été cconstruit a partir de la méme structure cristallographique, la chaine latérale
de I’histidine de ce dernier a été tronquée a la position (Cy) ce qui résulte en des cycles
Melm ™, et I’acide aspartique a ét€ modélisé par le groupement COOCH%* (Figure 4.3).

J;y;. X \ ~ /\ 7 X _}]:..J " , < _r{« } A ::({ = ) 3
7 oy ~ A ~ 4
N/ 1 INe? e T\ B : X

i o) 3
Ol oM
FIGURE 4.4 — Représentation graphique des modeles QM1 et QM2 optimisés au niveau
MO062X/6-31+g(d,p) et placés dans la structure cristallographique native. Les frontieres
QM/MM sont représentées par des Tubes, la partie QM est représenté en «Ball & Strict»

et la partie MM est représenté en «wireframe» pour des raisons de lisibilité, azote : bleu,
carbone : gris, hydrogene : blanc, oxygene : rouge, zinc : violet.

[

Afin de reproduire exactement la premiere sphere de coordination du site actif de L1,
pour le modele QM1, les His et I’ Asp du site actif de la chaine B de L1 sont modélisés
par des imidazoles (Im) et un groupement CHOOH3, respectivement. Alors que dans le
modele QM2, les His et I’Asp de L1 sont modélisés par des Melm et un groupement
COOCH;, respectivement. En effet, le logiciel GaussView nous a permis d’ajouter des

92



CHAPITRE 4. MODELISATIONS DE SITES ACTIFS A ZINC

atomes d’hydrogenes avec les coordonnées «XYZ» pour saturer les liaisons libres obte-
nues apres la coupe du site actif pour les deux modeles. A I’aide de la visualisation en
3D de ce logiciel, chaque atome d’hydrogene ajouté a été placé dans la direction de la
liaison coupée dans la structure cristallographique. Pour maintenir les contraintes géo-
métriques de la chaine B de L1 par rapport aux modeles QM1 et QM2, nous avons gelé
les atomes hydrogenes ajoutés au modele QM1 et chaque carbone de méthyle du modele
QM2 (c’est-a-dire les coordonnées des atomes gelés ont été fixées le long de I’optimisa-
tion des géométries).

Une fois I’optimisation des modeles QM1 et QM2 est terminée, les structures optimi-
sées ont été placées dans la structure cristallographique initiale 2FM6 comme le montre
la Figure 4.4 en supprimant tous les hydrogenes ajoutés au début (Figure 4.3).

4.2.3 Résultats

L’ensemble des résultats obtenus pour les différents niveaux de calculs est présenté
le Tableau 4.1. Les différents modeles QM1 et QM2 sont analysés et les différents para-
metres géométriques ont été comparés avec les données expérimentales de la structure de
L1 native [169]. Les valeurs calculées (modeles QM 1et QM2), des énergies, des distances
Meétal-ligands, des interactions a longue portée, des angles impliqués dans la coordination
du site actif de L1 sont données dans le Tableau 4.1.

Les données énergétiques montrent que la stabilité de ces structures joue en faveur
de la fonctionnelle B3LYP-D3 dans les modeles utilisés (QM1 et QM2) vue que la diffé-
rence d’énergie AE=E(B3LYP-D3)-E(M062X) est négative pour les deux modeles QM1
et QM2.

A premiere vue, les structures calculées avec deux nombres différents d’atomes traités
en QM sont relativement proches a I’exception de la distance intramoléculaire O(Asp120)-
W1 qui représente 1’écart le plus important que ce soit avec M062X (0.13 A) ou B3LYP-
D3 (0.19 A). Cet écart est fortement 1ié au nombre d’atomes pris en compte dans la partie
QM. En examinant plus finement les résultats, certaines tendances peuvent étre notées :
(i) les distances Métal-ligands sont identiques en utilisant la fonctionnelle M062X alors
qu’on trouve un tres faible écart de 0,01 A avec la méthode B3LYP-D3 2 I’exception
de O(Asp120)-W1 motionnée précédemment, (ii) une diminution de la distance Zn-Zn;
lorsque I’on augmente le nombre d’atomes inclus dans la partie QM avec la fonctionnelle
MO062X alors que cette distance ne varie pas avec la fonctionnelle B3LYP-D3. (iii) la dis-
tance W1-W2 reste la méme pour les modeles QM1 et QM2 quelle que soit la méthode
utilisée. (iv) Les longueurs de liaison Métal-ligand sont assez peu sensibles a la fonction-
nelle M062X qu’a B3LYP-D3.

Ces résultats confirment qu’on a une 1égere déviation des résidus traités avec le champ
de force UFE.
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M¢éthodes M062X :UFF B3LYP-D3 :UFF MO062X :Amber | R-X
6-31+G(d,p) 6-31+G(d,p) 6-31+G(d,p) ([169))
QM1 QM2 QM1 QM2 QM1
Zn1-Nyisi06 2.06(—0.03) | 2.06(—0.03) | 2.11(+0.02) | 2.12(+0.03) | 2.08(—0.01) 2.09
Zn1-Nyisi 16 2.12(4+0.08) | 2.12(40.08) | 2.01(—0.03) | 2.01(—0.03) | 2.06(+0.02) 2.04
Zn1-Npyisi18 2.13(4+0.03 | 2.12(40.02) | 2.04(+0.06) | 2.03(+0.07) | 2.18(+0.08) 2.10
Zn1-W 1.96(+0.05) | 1.96(+0.05) | 1.95(+0.04) | 1.96(+0.05) 1.93(+0.02) 1.91
Zn;-Wy 2.40(—0.6) | 2.40(—0.6) | 3.24(+0.14) | 3.22(+0.12) | 2.56(—0.04) 3.10
7Zn,-Zny 3.47(—0.04) | 3.44(—0.07) | 3.50(—0.01) | 3.50(—0.01) 3.40(—0.11) 3.51
Wi-W, 2.65(+0.22) | 2.65(+0.22) | 2.70(+0.27) | 2.70(+0.27) | 2.62(+0.19) 2.43
Zny-W; 1.99(+0.09) | 1.98(+0.08) | 2.00(+0.1) | 2.00(+0.1) 2.00(+0.1) 1.90
Zn-Wy 3.18(4+0.62) | 3.16(+0.64) | 3.24(+0.72) | 3.28(4+0.76) | 2.45(—0.07) 2.52
Zny-Npyisi21 2.13(4+0.53) | 2.13(4+0.53) | 2.03(—0.03) | 2.03(—0.03) | 2.04(—0.02) 2.06
Zn>-Npine3 2.08(+0.02) | 2.08(+0.02) | 2.03(—0.02) | 2.04(—0.01) 2.05(0.0) 2.05
Zny-Ousp120 2.06(4+0.03) | 2.04(4+0.01) | 1.95(—0.08) | 1.94(—0.09) | 2.00(—0.03) 2.03
Ow1-Oaspi20 3.06(—0.01) | 3.13(4+0.06) | 3.23(+0.16) | 3.31(+0.03) 3.10(+0.03) 3.07
Zn>-Ow1-Zny 123 122 124 124 119 127
Oaspi20-Hw1 2.81 2.94 3.13 3.32 2.32 i
OWI‘an‘NHisl% 124 122 104 105 125 116
Ow1-Zn|-Nyisi 16 124 126 122 120 124 118
Ow1-Zn1-Nyisi 18 102 102 119 119 104 117
Ow1-Zn>-Nyis63 111 109 118 117 135 139
Ow1-Zn>-Nyisio1 121 122 118 117 107 114
Ow1-Zn2-Nygp120 132 127 120 118 100 100
Ow1-Zny-Ow- 56 56 56 56 71 71
Energie -5027.51 -5263.35 -5028.32 -5264.32 -5044.51
507395 441556 370882 008432 180906

TABLEAU. 4.1 — Données structurales de la structure L1 optimisée par différentes mé-
thodes selon les modeles QM 1/MM et QM2/MM. Les distances sont données en (A), les
angles en (°) et les énergies en (u. a). Les parentheses correspondent a I’écart moyen entre

les valeurs calculées et les valeurs expérimentales (code PDB : 2FM6).

Nous avons superposé sur la figure ci-dessous (Figure 4.5) les géométries optimi-
sées des structures au niveau du site actif avec les deux modeles QM1 et QM2, pour les
deux méthodes utilisées. La visualisation met en évidence que le modele plus grand QM2
conduit au méme résultat avec la fonctionnelle M062X mais pas avec la fonctionnelle
B3LYP-D3 qui a conduit a une tres claire modification de la structure calculée (Figure

4.5).
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U M0B2X/6-21+G(dp): UFF (QM=50) BALYP-D3/6-31+G(dp). UFF (QM=50)
O M0B2X/6-31+G(dp): UFF (QM=56)  B3LYP-D3/6-31+G(dp): UFF (QM=56)

Hisiz

() (b)

FIGURE 4.5 — Superposition des géométries optimisées de QM1 et QM2, (a) au ni-
veau B3LYP-D3/6-31+G(d,p) :UFF, (b) M062X/6-31+G(d,p) :UFFE. W1 est un hydroxyde
(OH7) et W1 est une molécule d’eau.

Quel que soit le modele utilisé, la plus grande différence entre ces deux méthodes
estl’orientation de la molécule d’eau (W2). Dans les structures optimisées au niveau
B3LYP-D3/6-31+G(d,p) :UFF, un atome d’hydrogene de (W2) est orienté vers un oxy-
gene de I’hydroxyde W1 avec une distance intramoléculaire H(W2)-O(W1) égale a 1.88
A et 1.86 A pour QM1 et QM2 respectivement, tandis que dans le cas de M062X les
deux atomes d’hydrogene sont orientés dans le sens opposé de I’oxygene de W1 avec
une distance supérieure a 3 A de telle sorte que la molécule W2 n’agit pas comme un
ligand sur le site Zn,. La cristallographie aux rayons X détermine les positions de tous les
atomes autres que I’hydrogene. De ce fait, cette information pourrait €tre utile pour mieux
comprendre plusieurs phénomenes autour du site actif et affirme que les molécules d’eau
jouent un rdle trés important pour maintenir le site actif de I’enzyme native L1. En plus
du pont d’hydrogene Zn{-W1-Zn, susceptible d’effectuer une attaque nucléophile sur le
cycle lactame instable vis-a-vis des attaques nucléophiles [173], la prédiction d’un autre
pont reliant W1 et W2 a travers une liaison hydrogéne H(W2)-O(W1) est possible.

Mis a part le champ de force UFF, nous avons employé le champ de force Amber pour
optimiser la structure de L1 au niveau M062X/6-31+G(d,p) :Amber avec QM 1. Puisque
plusieurs parametres de ce champ de force ne sont pas disponibles dans Gaussian 09 et
pour réaliser un tel calcul, nous avons rassemblé plusieurs parametres en se basant sur la
littérature [174, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181]. Tous les parametres manquants dans
le champ de force Amber pour I’optimisation 1’enzyme native L1 sont donnés dans le ta-
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bleau 4.2. En plus des parametres des liaisons, angles, et vdw, ce type de calcul nécessite
une représentation de charge partielle pour chaque atome de L1. Ces dernieres ont été
ajoutées automatiquement a I’aide du logiciel GaussView.

Parametres des liaisons
Liaison K,(kcal/ A 2) R,, (A)
NB-ZN 85.500 2.101
Zn-OW 48.700 2.309
ZN-CC 350.1000 1.0830
H2-ZN 357.5 1.078
02-ZN 45.100 2.359
Parametres des angles
Angle Kg(kcal/Rad?) Beq (°)
NB-ZN-NB 16.100 97.900
CV-NB-ZN 44.500 123.600
CR-NB-ZN 44.500 123.600
NB-ZN-02 20.0 115.0
NB-ZN-OW 16.100 97.900
CC-NB-ZN 44.500 123.600
C-02-ZN 19.900 131.200
ZN-OW-HW 100.0 126.0
ZN-OW-ZN 17.540 119.000
02-ZN-OW 8.910 173.900
Parametres de van der waals
R* €
ZN 1.10 0.0125

TABLEAU. 4.2 — Parametres du champ de force Amber pour 1’atome de zinc et le groupe
de ligands associés.

Nous avons également comparé les parametres géométriques optimisés avec les don-
nées expérimentales (tableau 4.1). La plupart de ces parametres calculés montrent des
accords précieux avec les données des études expérimentales de rayons X ([19, 169]). En
utilisant MO62X/UFF, le premier ion métallique dans la position Zn; est penta-coordonné
avec une géométrie d’une bipyramide a base triangulaire, tandis que le site de Zn; est
tétra-coordonné et adopte une forme géométrique d’une pyramide a base triangulaire. Les
cinq ligands de Zn; se composent de trois résidus histidine (His116, His118 et His196),
une molécule d’eau (W2) et I’hydroxyde OH ™. D’autre part, les quatre ligands de Zn,
comprennent I’hydroxyde OH ™, His121, His263 et I’ Asp120. L utilisation de la fonction-
nelle B3LYP et le champ de force UFF dans les deux modeles QM1 et QM2 conduisent a
une géométrie d’un tétraedre 1égerement déformé pour les sites Zn; et Zn, et la molécule
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d’eau (W2) n’agit pas comme un ligand. Le site Zn; est coordonné par les trois résidus
histidine (His116, His118 et His196) et 'ion OH™, alors que les quatre ligands du site
Zn; incluent I’hydroxyde OH™, His121, His263 et I’ Asp120.

Enfin, ’optimisation de L1 avec M062X/Amber conduit a une forme géométrique
tétraédrique pour le site Zn; et le site Znj est penta-cordonné avec géométrie en forme
bipyramide a base triangulaire. Les cinq ligands du Zn; sont ’'His116, His118, His196 et
I’ion OH™ et les cinq ligands de Zn; sont OH ™, His121, His263, Asp120 et la molécule
d’eau W2. Les formes géométriques du site actif di-Zn optimisées avec la fonctionnelle
MO062X et le champ de force Amber sont en bon accord avec la structure aux rayons
X de I’enzyme L1 native (2FM6) qui montre que le premier cofacteur métallique (Zny)
est coordonné par trois ligands histidine (His116, His118 et His196) et un OH™ adopte
une forme géométrique tétraédrique, tandis que le second (Zn;) est penta-coordonné par
I’ Asp120, His121, His263 et la molécule d’eau (W2) avec une forme géométrique d’une
bipyramide a base triangulaire. Comme mentionné ci-dessus, les distances expérimentales
entre les ligands de protéines et les ions métalliques sont pour la plupart bien reproduites
pour tous les niveaux de calcul comme indiqué dans le tableau 4.1. La seule exception
est W2, dont la distance Zny-W?2 calculée est comprise dans I'intervalle 3.17 (£0.01) A
et 3.26 (£0.02) pour M062X/UFF et B3LYP-D3/UFF, respectivement. Cependant, cette
distance est nettement supérieure a la valeur expérimentale de 2.51 A et 2.40 pour L1
native 2FM6 et 1SML, respectivement. Cet allongement de distance est a 1’origine de
la permutation de coordination tétra et penta entre les positions Zn; et Zn; en utilisant
MO062X/UFF comme le montre la figure suivante (Figure 4.6).

En effet, le déplacement inattendu de la molécule d’eau W2 de Zn, vers Zn; inverse
les coordinations observées dans la structure aux rayons X de I’enzyme L1 native de telle
facon qu’on trouve le site Zn; penta-coordonné au lieu d’étre tétra-coordonné et vice
versa dans le cas du site Zn,. Cette distance (Ow2-Zn,) influe directement sur la coor-
dination du site métallique di-Zn. Dans le cas B3LYP-D3/UFF, la molécule d’eau W2
s’est éloignée du site Zn, et contrairement au niveau M062X/UFF, aucune liaison avec
I’ion métallique Zn; mais elle a formé une forte liaison hydrogene avec I’oxygene de
I’hydroxyde W1. L’origine de cette divergence peut étre expliquée par I’orientation de la
chaine latérale de la serine 221 (Ser221). Une vue de la partie nucléophile inférieure du
site actif a été reportée dans la Figure 4.6. En ajoutant les hydrogenes avec Molprobity
pour la structure de rayons X de L1 native, I’interaction de la chaine latérale de la Ser221
avec la molécule d’eau résulte en une forte liaison hydrogene entre 1’oxygene de W2 et
I’hydrogeéne du groupe hydroxyle sur le carbone P de la serine(Hg,,221) avec une distance

de 1.89 A .

En plus de cette interaction (Owo—Hsg,,221) et suivant I’orientation de W2, peut-étre
existe-t-il une autre avec 1’oxygene du groupe hydroxyle de la Ser221 et un atome d’hy-
drogene de W2. Cette hypothese est le résultat du 1éger changement de la conformation
de la chaine latérale de la serine 221 et I’orientation de W2 au cours de 1’optimisation de
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L1 simplifiée avec M062X/Amber comme indiqué dans la Figure 4.6 (b), un allongement
de la distance Ow2—Hg,;221 (3.06 A) et un raccourcissement de la distance Oser—Hw?2
(1.8 A) pour former une forte liaison hydrogene.

FIGURE 4.6 — Représentation graphique d’une coupe de la partie inférieure du site actif
de L1. (a) Structure de L1 simplifiée optimisée au niveau M062X/6-31+G(d,p) :UFF, (b)
Structure de L1 simplifiée optimisée au niveau M062X/6-31+G(d,p) : Amber, (c) Struc-
ture native L1 simplifiée, (d) Structure de L1 simplifiée optimisée au niveau B3LYPD3/
6-31+G(d,p) :UFF. En raison de lisibilité, les atomes de zinc, W1 et W2 sont en représen-
tation < Ball & Stick >, tandis que les ligands histidines et une partie de la chaine latérale
de Ser221 sont en représentation < tiges >, et le reste avec des lignes. Les interactions de
type liaison H sont représentées avec des traits pointillés.
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Au niveau B3LYP-D3/UFF, la chaine latérale de la Ser221 est sans interaction de
type liaison H, nous avons trouvé la méme distance Ow2—HSer221 (3.61 A) qu’avec
MO62X/Amber et la distance Oser—Hw2 est de 3.23 A, ce qui résulte en un changement
de la coordination du site actif. Il faut noter que cet allongement de la liaison hydrogene
(Ow2—HSer221) par rapport a la valeur expérimentale est sensiblement moins important
ici que pour le niveau MO62X/UFF (Ow2—HSer221 est de 4.34 A), ce que indique 1a
encore I'influence de la chaine peptide sur la coordination du site métallique : la rigidité
qu’elle impose au site actif ne permet pas au ligand de s’éloigner du métal aussi facile-
ment qu’en présence de la seule premiere sphere de coordination.

Pour résumer, la molécule d’eau W2 se trouve dans la région inférieure du site mé-

tallique (nucléophile), donc il est évident qu’il n’y a pas une orientation favorable pour
W2 et que cette molécule peut adopter I’une quelconque de nombreuses conformations
capables chacune de faire des interactions productives influent sur la coordination de site
actif. En revanche, la serine (Ser221) a une forte influence sur la coordination du site mé-
tallique.
Les angles impliqués dans la coordination du site Zn; et Zn, fluctuent autour de valeurs
qui sont treés proches des données expérimentales comme témoigne le Tableau 4.1. La
position et I’orientation de 1’hydroxyde nucléophile (OH ™ )sont des facteurs importants
pour maintenir la structure du site actif et jouent un role important au cours de la réaction
de I’hydrolyse de la B-lactame. L’angle Zn;-Ow1-Zn; observé expérimentalement est de
127° et 123° pour les structures aux rayons X 2FM6 et ISML respectivement, est éga-
lement bien reproduit par la méthode QM/MM. De méme pour 1’hydroxyde de pontage
(OH™) qui a été trouvé légerement plus pres de Zn; (1.96 A) qu’a Zn, (2.0 A), ce qui
est en accord avec les valeurs expérimentales. Cette asymétrie est probablement due a
la penta-coordination du site Zny, comme il est suggéré par les structures de rayons X
[169]. La distance calculée entre les deux ions de zinc est égale a 3.45(%0.01) A, ce qui
est en excellent accord avec la distance expérimentale de 3.5 A . Comme il est suggéré
par plusieurs études basées sur les structures de rayons X que I’hydroxyde forme une
liaison hydrogene avec 1’ Asp120 [182], la distance OAsp120-HW 1 calculée aux niveaux
MO62X/UFF et B3LYP-D3/UFF est loin d’étre assez courte pour €tablir une liaison hy-
drogene (La distance limite d’une liaison hydrogene est environ 2.5 A). Cela peut étre
dd aux valeurs de ’angle Ow1-Zn;-OAsp120 obtenues avec ces niveaux de calculs. En
revanche, au niveau M062X/Amber une liaison hydrogene a été trouvée avec une distance
OAspl120-HW1 égale 2 2.32 A,

Généralement, les parametres géométriques de I’enzyme native L1 sont bien repro-
duits avec la méthode QM /MM comme le montrent les données expérimentales dans le
tableau 4.1. La variation du nombre d’atomes traités en QM joue en faveur du modele
plus étendu (QM?2) pour la structure optimisée avec la fonctionnelle B3LYP-D3, alors
que cette variation n’a aucune influence sur les structures optimisées avec la fonctionnelle
MO062X L’absence de I’effet de solvant et la simplification de la structure de L1 calculée
peuvent étre une raison de quelques différences trouvées par rapport a la structure cristal-
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lographique. Bien que des différences existent, 1’accord global entre les deux structures
théoriques et expérimentales est tout a fait satisfaisant pour pouvoir toucher a notre but
dans ce chapitre et modéliser L1 en présence d’inhibiteur. Néanmoins, il faut noter que la
structure optimisée la plus proche de la structure expérimentale est celle calculée avec la
fonctionnelle M062X et le champ de force Amber ce qui est la raison qu’elle prédise la
coordination tétraédrique au niveau du site Zn; et la penta-coordination du site Zn;.

4.3 Modélisation du complexe enzyme L1-inhibiteur II

4.3.1 Inhibiteur enzymatique
a. Inhibiteurs choisis

Dans ce travail, nous avons employé deux formes d’inhibiteur afin de modéliser le
complexe «enzyme L1/inhibiteur», ils ont été choisis parmi les familles synthétisées a
I’IBMM de Montpellier [169]. Les deux inhibiteurs sont représentés sur la Figure 4.7.

N
N HOOC N—
SH SH
(a) Inhibiteur I (b) Inhibiteur IT

FIGURE 4.7 — Représentation graphique de différents inhibiteurs employés pour la modé-
lisation de 1‘enzyme L1.

Le complexe 2-(((3-mercapto-5-(2-methylphenyl)-4H- 1,2,4-triazol-4-yl) imino)Me) ben-
zoic acid est le meilleur inhibiteur de I’enzyme L1 (Figure 7a) avec une concentration
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inhibitrice médiane (Cls) 2 de 15 uM. Le mercapto-carboxylique et ’acide succinique
ont été utilis€s comme points de départ pour les recherches de bases de données [173].

Cet inhibiteur a été découvert par Olsen et al[173] en 2006, dans une étude sur la
conception des pharmacophores ® basée sur la recherche de bases de données structurales,
les méthodologies d’amarrage # et la cinétique enzymatique expérimentale pour découvrir
de nouvelles structures pour la conception d’inhibiteurs de la métallo-B-lactamase de di-
zinc. Il a été ancré dans 1’ancienne structure de L1 (ISML) avec le programme GOLD
[173] et affiché sur la figure 8 de la publication d’Olsen et al [173]. Ils ont suggéré que
I’inhibiteur I se lie au site actif de L1 a travers 1’ion de soufre qui forme un pont entre les
deux ions métalliques.

Enzyme « 2HB9» Site actif de « 1IE9Q»

FIGURE 4.8 — Représentation graphique de la structure cristallographique du complexe
Enzyme/Inhibiteur II (Code PDB : 2HB9 [169]). Le site actif est en représentation «Ball
& Strict» le reste en représentation «Ribbon» pour des raisons de lisibilité, azote : bleu,
carbone : blanc, oxygene : rouge, soufre : jaune, zinc : violet.

Le groupe carboxylate interagit avec le site Zn; et les deux chaines latérale de serines
(Ser221 et Ser225). Tandis que, les cycles aromatiques interagissent avec des groupes

2. ClIsp est une mesure de 1’efficacité d’un composé donné pour inhiber une fonction biologique ou
biochimique spécifique.

3. Les pharmacophores sont des ensembles d’atomes actifs utilisés dans la conception de médicaments.

4. Dans le domaine de la modélisation moléculaire, I’amarrage (en anglais, docking) est une méthode
qui calcule I’orientation préférée d’une molécule vers une seconde lorsqu’elles sont liées pour former un
complexe stable.
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hydrophobes (Tyr33, Val35, Trp39, Phel56 et Ile162). La structure expérimentale de dif-
fraction des rayons X du complexe Enzyme/Inhibiteur II est représentée sur la figure
ci-dessus (Figure 4.8).

L’ étude cristallographique de I’enzyme L1 en présence de I’inhibiteur I conduit a I’ ob-
servation de I’inhibiteur II «4-amino-3-mercapto-5-(2- methylphenyl)-4H-1,2,4-triazole)»
par Nauton et al en 2008, il a été suggéré comme le produit de I’hydrolyse de I’inhibiteur
I (Inhibiteur II sur la Figure 4.7). L’inhibiteur I final est tout a fait différent de celui utilisé
pour la co-cristallisation . Selon les auteurs, ces différences pourraient étre le résultat de
nombreux facteurs : ’hydrolyse de I’inhibiteur I, un changement de mode de liaison in-
attendu de Zn-B au centre di-zinc ou une rotation inopinée de la chaine latérale Tyr33.
De ce fait, la modélisation des ces composés a été réalisée pour mieux comprendre ces
différences. Les modes de liaison de I’inhibiteur II avec L1 sont tout a fait différents de
ceux de I'inhibiteur I. Un atome d’azote du cycle triazole est lié au site Znj, I’atome de
soufre interagirait avec le Znj et I’amine cyclique supplémentaire (NH;) avec I’ Asp120.

b. Objectif

Dans la conception des inhibiteurs sur base de données structurales, la détermina-
tion précise de la structure cristalline des complexes protéine-ligand est d’une importance
capitale afin d’élucider les caractéristiques des liaisons Métal-ligands. Généralement, la
détermination de la structure cristalline est considérée comme une preuve ultime de la
liaison du ligand fournissant un apercu détaillé du mode de liaison spécifique du ligand
a la protéine. Cette pratique est largement acceptée, mais du fait que 1’état cristallin est
loin des conditions physiologiques et que la flexibilité de la protéine peut étre affectée par
I’empilement cristallin [169], il est important de modéliser les complexes protéine-ligand
par des méthodes de chimie quantique. En particulier 1’approche QM/MM présente un
avantage précieux pour valider le mode de liaison de la molécule dans le site actif de
chaque composé.

Les structures obtenues par diffraction des rayon X révelent dans certains cas une nou-
velle structure chimique inattendue et c’est le cas de I’inhibiteur II. Comme nous 1’avons
dit précédemment que I’inhibiteur I se dégrade dans 1’étude cristallographique de L1 et
conduit a la structure de L1/inhibiteur II, alors le probleme posé est de savoir si 1’inhibi-
teur I se dégrade dans L1 avant ou apres fixation sur le site actif. De ce fait, notre objectif
est de connaitre la possible structure de L1 avec I'inhibiteur I et avec I’inhibiteur II par
modélisation QM/MM pour voir si cette stratégie pourra étre appliquée a d’autres inhibi-
teurs pour des métallo--lactamases.

5. La co-cristallisation est un domaine particulier de la cristallisation permettant de lier deux solides
différents dans un méme réseau cristallin, sans créer ni casser de liaisons covalentes.
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La structure cristallographique du systeéme L1/inhibiteur II a été modifiée et simpli-
fiée afin de la modéliser avec 1I’approche QM/MM. Pour obtenir I’inhibiteur I, la structure
de départ utilisée est celle de I’enzyme L1/inhibiteur II simplifiée dans la section (4.3.2).
Ensuite nous avons construit I’inhibiteur I a partir de I’inhibiteur II a 1’aide du logiciel
GaussView en ajoutant une forme développée de I’acide benzoique (CgH70;) sur I’amine
NH; du cycle phényle de I’inhibiteur II, afin d’obtenir I’inhibiteur I (Figure 4.7 a).

4.3.2 Optimisation de I’enzyme L1 en présence de I’inhibiteurs II

Une seule structure de rayons X de I’enzyme L1 de I'inhibiteur II est disponible dans
la base de données des protéines (code PDB : 2HBY). Le téléchargement de cette struc-
ture a été exécuté a partir de cette base de données RCSB Protein Data Bank dont le lien
a été mentionné précédemment. La structure 3D de L1 native est obtenue par diffraction
aux rayons X avec une résolution (1.75 A), un pH de 7.75 et une température de 281 K.
Elle cristallise sous la forme d’un monomere constitué¢ d’une seule chaine contenant 266
résidus et 2259 atomes.

Pour le calcul et la préparation du fichier de calcul, nous avons procédé de la méme
facon pour la protéine L1 native en simplifiant le modele du complexe enzyme/inhibiteur
par élimination des molécules d’eau et de substrats situés a I’extrémité des chaines qui
ont été utilisées lors de la co-cristallisation (2 SO, ) a I’exception d’une autre molécule
de I’inhibiteur II (située a I’extrémité de la chaine B de I’enzyme L1) qui a ét€ modélisée
par I’approche MM. L’addition d’atomes d’hydrogenes a été faite en utilisant MolPro-
bity). De méme qu’avec I’enzyme L1 native, nous avons trouvé des problemes similaires
concernant la protonation aux extrémités des chaines latérales de Glu24, I’His94, et de
Gly317. De ce fait, tous les acides aminés (AA) ont été soigneusement vérifiés en fonc-
tion de leur pH.

L’ optimisation de I’enzyme L1 en présence de inhibiteur II a été faite en deux étapes.
La premiere étape consiste a optimiser le site actif avec le complexe II et la deuxieme
étape est I’optimisation de la chaine B de I’enzyme L1. Un modele de 74 atomes a été
choisi autour du site actif de la structure cristallographique (Code PDB : 2HB9). Les
chaines latérales des acides aminés ont été tronquées de la méme maniere que la par-
tie précédente. Dans la premiere étape de nos calculs, seulement les méthyles de chaque
carbone ont été gelés afin de maintenir les contraintes géométriques de notre structure.
L’ optimisation de la chaine B de ’enzyme L1 a été faite en rassemblant le modele du site
actif optimisé avec la structure cristallographique initiale. Le modele du site actif du com-
plexe enzyme/inhibiteur simplifié est représenté sur la Figure 4.9. Nous avons employé
les mémes méthodes utilisées pour I’optimisation de L1 native et seulement le champ
Amber n’a pas été employé car ces parametres géométriques pour un tel calcul ne sont
pas encore disponibles. Dans le modele simplifié, le nombre d’atomes est 4013 avec une
multiplicité de 1 et une charge totale de -1 et I’optimisation a été exécutée a I’aide du
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QM1= 68 Atomes

QM2= 74 Atomes

FIGURE 4.9 — Représentation graphique des structures optimisées de deux modeles QM 1
et QM2 du site actif de L1 en présence de I’inhibiteur II. Azote : bleu, carbone : gris,
hydrogene : blanc, oxygene : rouge, soufre : jaune, zinc : violet.

logiciel Gaussian 09.
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4.3.3 Résultats

Nous avons utilisé deux fonctionnelles de la DFT avec la base 6-31+G(d,p) et le
champ de force UFF pour I’optimisation de L1 en présence de I'inhibiteur II. Le tableau
4.3 présente les longueurs de liaisons au niveau du site actif de L1 en fonction des mé-
thodes d’optimisation et des modeles QM utilisés : un modele QM1 contient 68 atomes
traités en QM et un modele plus large QM2 contenant 74 atomes traités en QM comme le
montre la Figure 4.10.

Plusieurs constatations peuvent €tre faites a partir des calculs réalisés. Premierement,
les longueurs de liaisons du site métallique de L1 en présence de I’inhibiteur II calculées
au méme niveau de calcul qu’avec QM1 sont systématiquement reproduites avec QM?2.
Les plus grands écarts sont trouvés avec I’interaction NH,-OAsp120 qui est de 0.05 et
0.06 A pour M062X et B3LYP-D3, respectivement. De méme pour les angles et comme
le montre le tableau 4.3, la plus grande différence entre les angles calculés en QM1 et
QM2 est de 1°.

Contrairement aux structures de I’enzyme native L1 calculées dans la premiere partie,
les géométries optimisées des structures au niveau du site actif avec les deux modeles
QM1 et QM2 de L1 en présence de I’inhibiteur II, pour chaque méthode, sont bien su-
perposées et aucune différence notable n’a été trouvée. En comparant les parametres géo-
métriques optimisés des structures calculées avec celles des données expérimentales pré-
sentées dans le tableau 4.3. nous avons remarqué que les structures calculées sont toutes
relativement proches des données expérimentales ainsi que le maintien de la coordination
du site métallique. En effet, I’ion métallique dans la position Zn; conserve sa coordina-
tion tétraédrique avec les trois atomes d’azotes de ’His196, His116, His118 et un azote
du groupe triazole de I'inhibiteur II. De méme pour le site Zn, avec une coordination
tétraédrique avec trois ligands d’acides aminés His121, His263, Asp120 et le soufre de
I’inhibiteur II. Une augmentation de la distance entre les deux ions métalliques de 0.24
(0.04) A a été trouvée par rapport a la valeur expérimentale. Cela peut étre expliqué par
le départ de I’anion de pontage OH ™. Les distances expérimentales Métal-ligand entre les
deux ions de Zinc et les ligands de I’enzyme L1 sont en grande partie bien reproduites
par la méthode QM/MM comme le montre le tableau 4.3. Les distances Zn-S calculées
sont de 2,34 A et 2,37 A pour MO62X/UFF et B3LYP-D3/UFF respectivement. Ces va-
leurs sont en bon accord avec la mesure expérimentale (2.3 A). De la méme facon pour la
distance Zn|-Nyupibiteurir, Un tres bon accord a été noté avec 1I’expérience en utilisant les
deux fonctionnelles (M062X et B3LYP-D3).

Comme il est suggéré par diffraction de rayons X (2HB9), I’amine NH; formerait une
liaison hydrogene avec un oxygene du carboxyle de I’ Asp120, la variation de cette dis-
tance est la clé des liaisons hydrogene entre NH, et I’oxygene du carboxyle de I’ Asp120.
Parmi tous les niveaux de calcul cette distance (NH2-O44p120=2.9 A) a été bien repro-
duite comme en témoigne les valeurs de cette distance dans le tableau ci-dessous (de 2.95
(£0.03) A) .
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Méthodes MO062X/ B3LYP-D3/ X-Ray

6-31+G(d,p) :UFF 6-31+G(d,p) :UFF [169]

QM1 QM2 QM1 QM2
Zm-Niistos 2.07 2.07 2.03 2.05 2.1
Zni-Nrasing 2.07 2.08 2.06 2.06 2.1
Zni-Nrasnis 2.06 2.05 2.03 2.03 2.1
Zn1 Neomprexet1 | 200 2.00 1.96 1.97 1.9
Zny Nizatan 2.04 2.04 2.01 2.02 2.0
Zm-Niines 2.06 2.06 2.04 2.04 2.0
Z-Oppizo 1.97 1.98 1.96 1.96 19
Zn-S 337 337 3.48 3.48 33
Zny-S 2.37 2.38 2.34 2.34 2.3
NH2-Oxsp120 2.98 2.93 2.98 2.92 2.9
Hym,-Oapio | 2.08 2.03 2.06 2.00 —
ZnZm 481 430 490 488 46
N-ZmNpios | 116.5 116.6 112.9 1132 109.3
N-ZmNgiie | 1285 1275 126.5 126.8 1322
N-Zm Ngsis | 108.4 109.8 111.8 111.8 104.1
SZnyNpmes | 109.1 109.4 109.3 107.3 106.8
SZnyNpsai | 115.2 117.1 115.0 1193 1195
SZmNapio | 124.5 1234 124.0 122.3 120.0
C-Zny-S 90.6 89.7 93 92.0 91.9
Inhi-Tle g, 331 335 331 335 337
NH,-Trpso 3.86 3.93 3.88 3.90 337
Huvr, Hrrpso 3.01 3.04 3.02 3.03 —
Energie -5840.665274 | -6076.508030 | -5841.665153 | -6077.656322
49 88 38 56

TABLEAU. 4.3 — Données structurales de I’optimisation de L1 avec I’inhibiteur II avec
la méthode QM/MM, les distances sont données en ( A), les angles en (degrés) et les

énergies en (u. a).

Cette suggestion a été confirmée dans nos calculs par I’intermédiaire de I’interaction
de I’hydrogene de NH; avec I’oxygene de I’ Asp120 pour une distance de 1’ordre de 2.04
(+0.04) A selon la méthode utilisée. En plus, les valeurs des angles calculées au niveau
des centres métalliques ont été trouvés tres proches des mesures expérimentales comme
indiqué dans le tableau 4.3. Les écarts des angles calculés avec les données cristallogra-
phiques sont inférieurs a 4°. Une autre observation de Nauton el al[169] de deux courtes
distances entre 1’extrémité des chaines des acides aminés autour du site actif et de 1’inhi-
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biteur II dans le systeéme enzyme/Inhibiteur II suggere qu’il y a deux fortes interactions
avec des groupes hydrophobes.

3 M062X/6-31+G(d,p): UFF B3LYP-D3/6-31+G(d,p): UFF
[ Structure expérimentale I Structure expérimentale

0 M062X/6-31+G(d,p): UFF
B3LYP-D3/6-31+G(d,p): UFF

FIGURE 4.10 — (a) Superposition de la géométrie du site actif de L1 optimisée au ni-
veau ONIOM (M062X/6-31+G(d,p) : UFF) et de la structure expérimentale, (b) Superpo-
sition de la géométrie du site actif de L1 optimisée au niveau ONIOM( B3LYP-D3/6-
31+G(d,p) : UFF) et de la structure expérimentale, (c) Superposition des géométries
du site actif de L1 optimisées aux niveaux ONIOM(B3LYP-D3/6-31+G(d,p) :UFF) et
ONIOM (M062X/6-31+G(d,p) : UFF).

L’une entre un atome de carbone du Tryptophane et I’amine NH, de I’inhibiteur II
(NH,-Trp39=3.37 A) et I’autre entre un carbone du cycle de I’inhibiteur II et 1’isoleu-
cine (CD1-Ile162=3.37 A). Dans ce calcul, la distance de I'interaction CD1 de Ile162
avec le cycle aromatique de I'inhibiteur II a été trouvée avec des raccourcissements de
0.02 et 0.06 A pour les modeles QM1 et QM2, respectivement. Ces valeurs montrent une
bonne cohérence avec les valeurs expérimentales. De plus, un allongement de la distance
de I'interaction NH>-Trp39 a été trouvé autour de 0.53 (£0.03) A, et cela peut étre di
a D'orientation de ’hydrogene du groupe amine (NH,) vers I’acide aspartique (Asp120)
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afin d’établir une forte liaison hydrogéne comme nous I’avons mentionné précédemment.

En superposant sur la figure ci-dessus (Figure 4.10 "c") les deux structures calcu-
lées (obtenues apres minimisation de la structure expérimentale aux niveaux M062X/6-
31+G(d,p) : UFF et B3LYP-D3/6-31+G(d,p) : UFF), aucune différence n’a été trouvée
entre les deux méthodes de calcul. Sur la figure Figure 4.10 "a" et "b", nous avons su-
perposé chaque structure calculée avec la structure expérimentale (obtenue par diffraction
des rayons X), bien que des différences existent, I’accord global entre les structures théo-
riques et la structure expérimentale est tout a fait satisfaisant pour pouvoir modéliser le

systeme Enzyme/Inhibiteur 1.

Généralement, les résultats structurels obtenus en optimisant le syst¢eme enzyme/ in-
hibiteur II sont en bon accord avec les données expérimentales et représentent un appui
pour la modélisation du site actifs des MBLs et sur tous les sites actif a zinc et montrent
I’efficacité et la fiabilité des méthodes choisies pour modéliser de tels systemes.

4.4 Modélisation du complexe enzyme L1-inhibiteur I

4.4.1 Optimisation de I’enzyme L1 en présence de I’inhibiteur I

Nous rappelons que I’inhibiteur I est le meilleur inhibiteur découvert par Olsen et al en
2006 sur les recherches de bases de données avec une concentration inhibitrice médiane
(CI50) de 15 uM. Nauton et al [169] ont utilisé cet inhibiteur dans une étude cristallo-
graphique mais le résultat de la diffusion de I’inhibiteur I dans le cristal de structure L1
conduit a une autre forme de I’inhibiteur II complexé avec I’enzyme L1. De ce fait, notre
but a été d’identifier les différences entre ces deux formes d’inhibiteur en modélisant le
complexe Enzyme L1/inhibiteur I avec les mémes modes de liaison observés avec le sys-
teme : (enzyme L1/inhibiteur II) dans 1’étude de Nauton [169] comme le montre la figure
ci-dessous.

Notre calcul a été fait en deux étapes, la premiere étape consiste a optimiser un modele
structural limité du site actif contenant 92 atomes qui a été¢ découpé autour du site actif
du complexe L1/inhibiteur I de la structure cristallographique complexée et simplifiée (la
modification apportée sur I’inhibiteur II afin d’obtenir I’inhibiteur I).

Chaque chaine latérale des histidines a été tronquée a la position (Co) afin d’obte-
nir des cycles méthyl-imidazoles et une grande partie de I’acide aspartique afin d’obtenir
un groupement COOCH,. Puis, six atomes d’hydrogene ont été ajoutés pour saturer les
liaisons libres trouvées apres la coupe du site actif. Ces derniers ont été placés dans la di-
rection de la liaison de la structure cristallographique simplifiée. Ensuite, nous avons gelé
sept carbones de méthyles correspondant aux six ligands His116, His196, His118, His121
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et His263 modélisés par des méthyle-imidazoles, 1’ Asp120 modélisée par COOH,-CHj3
et un méthyle de I’inhibiteur I lors de I’optimisation pour maintenir les contraintes géo-
métriques de la structure.

Vﬂ.lﬂﬁ)

p3g

llei62

(b)

FIGURE 4.11 — Représentations des structures tridimensionnelles du site actif de L1 en
présence des inhibiteurs. (a) Vue stéréo montrant 1’inhibiteur II dans le site actif de L1 et
les modes de liaisons Zn-S(inhibiteur) et Zn-N(inhibiteur II) [169]. (b) Vue de I'inhibiteur
I ancré dans le site actif de I’enzyme L1 par le programme GOLD et montre les modes de
liaisons Zn-S(inhibiteur 1) suggérés par Olsen [173].

Ensuite, la géométrie optimisée du modele limité au site actif de L1/inhibiteur I a été
restitué dans la structure cristallographique simplifiée, tout en supprimant les hydrogenes
ajoutés au début pour saturer les liaisons libres. Enfin, 1I’optimisation de la géométrie de
I’enzyme entiere de L1/ inhibiteur I a été faite avec un nombre total d’atomes égal a 4001
dont 86 ont été modélisés en QM et le reste avec le champ de force UFF avec une charge
de -1 et une multiplicité de spin égale a 1.

4.4.2 Résultats

L’ensemble des résultats obtenus pour les différents niveaux de calculs est présenté
dans le tableau 4.4. Les parametres géométriques de la structure expérimentale de L1
avec I’inhibiteur sont comparés a ceux obtenus par nos calculs.

A partir des résultats énergétiques trouvés, nous avons constaté comme tous les cal-
culs précédents, que la différence dénergie A ente M062X et B3LYP-D3 joue en faveur
de la fonctionnelle B3LYP-D3 avec une valeur de 741.6 Kcal/mol. Les valeurs des dis-
tances de liaisons Métal-ligands ainsi que celles des angles de coordination du métal avec
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les ligands (Tableau 4.4) sont souvent treés proches ou présentent de faibles écarts avec
les valeurs expérimentales. Néanmoins, en superposant les deux géométries optimisées
avec les fonctionnelles M062X et B3LYP-D, la différence est apparue entre 1’orienta-
tion de I’acide benzoique de deux structures. De ce fait, et comme les meilleurs résultats
de I’optimisation du systeme enzyme L1/inhibiteur II sont trouvés avec la fonctionnelle
B3LYP-D3, seule cette fonctionnelle a été prise en considération dans la suite. Trois in-
teractions de la chaine latérale des acides aminés avec I’inhibiteur I ont été observées :
le groupe carboxylate de I’inhibiteur I interagit avec I’oxygene (OG) de Ser225 et celui
de Ser221 des distances égales a 3.12 Aet3.56 A, respectivement, mais pas d’interaction
avec le site Zn, comme il est suggéré par Olsen et al. Le cycle aromatique interagit avec
le carbone CD1 de I'Tle162 a une distance de 3.31 A.

Meéthodes | M062X/6-31+G(d,p) :UFF | B3LYP-D3/6-31+G(d,p) :UFF | X-Ray
[19]
Zn1-Nyis196 2.08 2.06 2.1
Zn;-Nyisii6 2.07 2.04 2.1
ZHI'NHisIIS 206 203 21
Zn1-Ncomplexel 1.98 1.96 1.9
Zn>-Nyis121 2.02 2.01 2.0
Zn2-Npyin63 2.07 2.04 2.0
an-OlAS,,lzo 195 195 19
Zn,-S 2.39 2.35 2.3
Zn;-S 3.28 3.38 3.3
Zn{-Zn, 4.82 4.94 4.6
N-Zn;-Nyis196 117.0 109.5 109.3
N-Zn;-Nyisi16 128.3 128.0 132.2
N-Zn|-Npyis118 107.5 109.4 104.1
S-Zny-Nyio63 102.2 110.8 106.8
S-Zny-Nyisi21 111.9 109.7 119.5
S-Zny-Nysp120 1254 128.7 120.0
C-Zny-S 90.7 93.5 91.9
Energie -6298.32115681 -6299.50305333

TABLEAU. 4.4 — Données structurales de I’optimisation du complexe L1 et inhibiteur I
avec la méthode QM/MM, les distances sont données en (A) , les angles en (°) et les
énergies en (u. a).

Les distances expérimentales Métal-ligand du systeme enzyme L1/inhibiteur II sont
en grande partie bien reproduites par la méthode QM/MM. Les deux sites métalliques des
géométries optimisées ayant une coordination tétraédrique avec les mémes ligands de la
structure cristallographique (2HB9). La seule exception est I’augmentation de la distance
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Zn|-Zny, la valeur expérimentale est de 4.6 A , cette distance que nous avons calculé est
de 4.88 A en optimisant le systeme L1/inhibiteur II a encore été allongée de 0.06 A avec
la présence de I'inhibiteur I. La distance d’interaction NH>-OAsp120 trouvée avec I’inhi-
biteur IT (2.9 A) a été trouvée avec une nouvelle distance N-OAsp120 3.13 A avec I'in-
hibiteur I. Une autre interaction importante est trouvée dans la structure optimisée entre
I’oxygene du groupe carboxylate et I’hydrogene du carbone C5 de 1’acide benzoique. De
plus, les angles expérimentaux entre les centres métalliques et les ligands ont été trouvés
tres proches autour des valeurs expérimentales (Tableau 4.4). Le plus grand écart trouvé
est pour I’angle N-Zn{-Ng;s196 qui est d’environ 8°, alors que les autres se trouvent fluc-
tuant autour de 3°.

4.5 Conclusion

Dans ce chapitre, trois formes différentes de I’enzyme L1 ont été€ modélisées par I’ ap-
proche QM/MM (enzyme L1 native, enzyme L1/inhibiteur I et enzyme L1/inhibiteur II).
Les propriétés géométriques des liaisons des sites métalliques dans un ensemble de don-
nées de structures cristallines de protéines a haute qualité déposées dans la Protéine Data
Bank ont été examinées afin d’identifier des différences importantes entre les sites de zinc
avec et sans inhibiteur qui sont directement impliqués dans la catalyse et ceux qui jouent
un rdle structural.

Les distances et les angles de la premiere sphere de coordination du centre Di-Zn
sont comparés a des valeurs expérimentales pour chaque structure optimisée. Nous avons
identifié les interactions des résidus a proximité du site actif qui apparaissent aussi a
contribuer a la stabilisation du site actif de zinc. Dans I’enzyme native L1, le meilleur
résultat trouvé par rapport aux données géométriques expérimentales est celui en utili-
sant M062X/6-31+G(d,p) :Amber. Bien que des différences existent, nous constatons que
I’accord global entre les deux structures théoriques et expérimentales est tout a fait sa-
tisfaisant. Un accord précieux a été trouvé en optimisant le systeme L1/Inhibiteur II, les
parametres géométriques ont été bien reproduits avec I’approche QM/MM des deux ni-
veaux de calcul employés. En revanche, plusieurs changements radicaux sont rapportés
en optimisant le complexe L1/inhibiteur II comme 1’augmentation de la distance Zn-Zn,
qui influe au niveau structural sur la rigidité du site actif et nous suggérons que cela peut
étre di a la disparition de I’anion OH™ (qui a été€ remplacé par I’inhibiteur dans la struc-
ture cristallographique 2HB9Y), au milieu du pH qui influe sur la protonation des acides
aminés ou de la température utilisée lors de la co-cristallisation vue que la protonation
des acides aminés a été faite a un pH proche de la neutralité.

Les travaux de recherche présentés et décrits dans ce chapitre sont en cours de rédac-
tion en vue de publication dans une revue internationale, indexée.
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CHAPITRE 5

Conclusion générale

Tout au long de ce travail de these, nous nous sommes intéressés a la modélisation
des structures des sites actifs de la famille B3 des Métallo-B-lactamases (Enzyme L1).
Par ailleurs, nous avons étudié les structures de ces sites actifs en présence de deux
formes d’inhibiteurs pour comparer les affinités de différentes familles de complexes (en-
zyme/inhibiteur) synthétisées a 'IBMM a Montpellier. A cette fin, nous avons étudié ces
structures a 1’aide des méthodes de chimie quantique fondées sur la théorie de la fonc-
tionnelle de la densité DFT, plus précisément les fonctionnelles B3LYP-D3 et M062X
prenant en compte les faibles interactions, ainsi que des méthodes hybrides QM/MM.

Les résultats des calculs sont présentés dans le chapitre III pour le cas des complexes
de coordination, et le chapitre IV pour celui de I’enzyme L1 avec et sans inhibiteurs.
L’ étude réalisée dans le chapitre III basée sur des méthodes de chimie quantique est consa-
crée a I’étude de quatre complexes de coordination métallique [Cu (4-Melm)4]*T, [Cu (4-
Melm)s HoO1?" [Zn (4-Melm)4]** et [Zn (4-Melm)s H,O]*t modélisant les sites actifs
de métallo-enzymes tels que celui de la superoxyde dismutase. Ces études préliminaires
nous ont permis de déterminer la méthode la plus adaptée pour la modélisation de ces
types de complexes et d’étudier des centres actifs a zinc dans des structures de métallo-[3-
lactamases. Ainsi, nous avons montré que les fonctionnelles qui prennent en compte les
interactions a longue potée avec la base 6-31+G(d,p) sont les plus adaptées pour le calcul
de ces types de systemes de grande taille (environ 70 atomes). En revanche, 1’un des inté-
réts le plus important de cette étude est la détermination des géométries et de la stabilité
des structures en tenant compte des différents types de protonation de 4-Melm neutre (N7
et NT). En phase gazeuse, nous avons montré que la stabilité des géométries joue en faveur
des quatre complexes contenant une coordination Nt d’un 4-Melm avec une géométrie té-
traédrique. Par contre, il n’y a pas de préférence pour I'une de ces coordinations (N7 ou
N7) si on augmente le nombre de ces dernieres a cinq ligands en ajoutant par exemple une
molécule d’eau. Les données structurales obtenues dans un solvant (ici I’eau) en utilisant
les deux modeles de solvatation (PCM implicite et C-PCM), montrent une bonne corréla-
tion avec les études expérimentales en solution aqueuse et aucune différence significative
n’a été constatée entre ces deux modeles sur les parametres géométriques calculés. Toute-
fois, le solvant joue un role important surtout pour le complexe de cuivre [Cu (4-Melm)4
H,0]%*t en augmentant le nombre de coordination du métal. Comme le montre 1’analyse
topologique, I’interaction donneur-accepteur entre les cycles 4-méthylimidazole neutres
avec Cu(Il), suggere que la liaison Cu(II)-N a un fort caractere ionique.
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Ces résultats apportent des informations importantes sur la stabilité des sites structu-
raux (des complexes de zinc et de cuivre) et nous ont permis de mettre en évidence des
différences structurales entre les ions métalliques (Zn et Cu) et de déterminer les spectres
vibrationnels. Ces derniers permettent de pouvoir clairement discriminer une coordina-
tion NT d’une coordination N7 en particulier nous avons montré comment le marqueur
C4=CS5 des cycles des histidines conduit a des bandes spécifiques dans le domaine IR.

Le chapitre IV concerne I’étude des structures des sites actifs de I’enzyme L1 en s’ ap-
puyant sur les méthodes QM/MM, pour identifier des différences importantes entre les
sites actifs a zinc avec et sans inhibiteur. Nous avons utilisé un ensemble de données de
structures cristallines de L1 a haute résolution afin d’étudier cette enzyme dans sa forme
native et avec inhibiteur. Les données structurales obtenues de I’enzyme L1 native en
utilisant la méthode ONIOM avec la combinaison M062X/6-31+G(d,p)/Amber sont en
bon accord avec les données des structures de rayons X. Les distances et les angles de
la premiere sphere de coordination du centre actif Di-Zn aux différents niveaux de calcul
sont comparables aux valeurs expérimentales. En revanche, plusieurs changements ont été
trouvés au niveau de la chaine latérale de la SER221 et I’orientation de W2 si on utilise
les fonctionnelles M062X et B3LYP-D3 avec le champ de force UFF, qui semblent influer
sur la rigidité du squelette du centre actif.

En présence d’inhibiteurs (I ou II) au niveau du centre actif Di-Zn de L1, la distance
entre les deux ions métalliques est affectée par les différentes formes d’inhibiteurs em-
ployées ce qui est en accord avec les observations expérimentales. Néanmoins, les valeurs
expérimentales des distances Zn1-Zn2 sont un peu plus courtes que celles calculées théo-
riquement. Nous nous suggérons 1’éventualité de I’affectation de la flexibilité de I’enzyme
pour expliquer cet allongement de distance (Zn1-Zn2) : soit a cause du pH du milieu vu
que la protonation des acides aminés a été faite a un pH proche de la neutralité dans nos
calculs (la protonation des acides aminés differe par le pH du milieu, acide, basique ou
neutre) ou de la température utilisée lors de la co-cristallisation puisque ces deux facteurs
influent sur la rigidité du site actif.

L’ optimisation de I’enzyme L1 en présence de I’inhibiteur II fourni des informations
précieuses sur le mode de liaison du substrat au site actif des MBL,en accord avec la
structure expérimentale enzyme/inhibiteur 11, et les parametres géométriques ont été bien
reproduits avec toutes les méthodes QM/MM employées. Nous avons également modé-
lisé I’inhibiteur I dans L1 et ’avons comparé avec celui trouvé expérimentalement par
diffraction de rayons X (Inhibiteur II). Nos résultats montrent une bonne cohérence entre
les deux structures a I’exception de quelques différences. Cependant, nous constatons que
I’accord global entre les structures théoriques et expérimentales est tout a fait satisfaisant
pour modéliser la réaction de 1’hydrolyse de I’inhibiteur I dans L1 avec ces méthodes
QM/MM. De plus, ces résultats suggerent que le site actif de ’enzyme L1 n’intervient
pas dans les processus de dégradation de I’inhibiteur I.

Dans ce travail de these, nous n’avons pas eu le temps suffisant pour terminer la partie
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de la réactivité qui représente une proposition de la réaction de 1’hydrolyse de 1’inhibi-
teur I dans L1 pour donner le systeme inhibiteur II/L1. Les problématiques concernent
la détermination du nombre de complexes intermédiaires afin de localiser les états de
transitions et déterminer le schéma réactionnel de cette réaction. Cependant, une étude
plus exhaustive concernant la détermination de structures des sites actifs de I’enzyme L1
entiere (native, avec I’inhibiteur I et avec I'inhibiteur II) éventuellement a I’aide de la
méthode QM/MM ou de la dynamique moléculaire, serait a envisager. Il pourrait s’ agir,
par exemple, d’inclure la solvatation avec de I’eau implicite «<PCM et/ou C-PCM>» en se
basant sur le modele QM/MM ou I’eau «TIP3P» en utilisant la dynamique moléculaire.
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FIGURE 6.1 — (a) Les populations ELF sélectionnées (en rouge) et les charges atomiques
AIM (en bleu) du complexe C [Cu (4-Melm)4 H,0]%T, calculées avec la méthode M062X
/ 6-31+G(d,p). Un seul 4-Melm est rapporté dans la figure. (b) Les formes mésomeres les
plus représentatives décrivant la liaison chimique dans le complexe C.
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(a)

(b)
ELF=0.81

(c)

Carte ELF dans le plan N-C-N Populations ELF

Charges atomiques ATM (entre parenthéses)

FIGURE 6.2 — (a) La carte ELF dans le plan N-C-N du ligand neutre 4-Melm calculé
en utilisant la méthode M062X/6-31+ G(d,p). (b) L'isosurface ELF (ELF =0.81). Les
domaines de localisation se rapportant aux paires libres de I’imine et des groupements
amine sont représentés en rouge, tandis que ceux des liaisons C-N et C-C apparaissent
en vert et I’un des liaisons C-H en bleu-ciel. (c¢) Les populations ELF sélectionnées (en
rouge) et les charges atomiques AIM (en bleu).

Méthodes [(CAN2H6)4(H20) Zn]** | AEen | [(CAN2H6)4(H20) Cul>t | AE en
A B Kcal/mol A B Kcal/mol
B3LYP/6-31+G(d,p) -2840.67233 -2840.66703 -3.32 -2701.79966 -2701.79334 -3.96
B3LYP/SDD -1288.40794 -1288.40297 -3.12 -1258.57298 -1258.56670 -3.94
B3LYP/BS1 -2840.84401 -2840.83864 -3.37 -2701.95426 -2702.25347 -3.83
B3LYP/BS2 -1127.09393 -1127.08867 -3.30 -1257.59703 -1257.59091 -3.84
B3LYP-D3/6-31+G(d,p) | -2840.72821 -2840.72686 -0.85 -2701.85889 -2701.85616 -1.71
B3LYP-D3/SDD -1288.46488 -1288.46378 -0.69 -1258.63260 -1258.62985 -1.72
B3LYPD3/BS1 -2840.90007 -2840.89839 -1.05 -2702.01340 -2702.01062 -1.74
B3LYP-D3/BS2 -1127.14794 -1127.14639 -0.97 -1257.65567 -1257.65307 -1.63
M062X/6-31+G(d,p) -2840.15865 -2840.15708 -0.42 -2701.26316 -2701.26067 -1.56
MO062X /SDD -1288.05759 -1288.05687 -0.45 -1258.18419 -1258.18100 -2.00
MO062X/BS1 -2840.34282 -2840.34128 -0.97 -2701.43056 -2701.42762 -1.84
MO062X/BS2 -1126.48638 -1126.48487 -0.95 -1257.17834 -1257.17604 -1.44

TABLE. 6.1 — Les différences d’énergie AE calculées en (kcal/ mol) entre A et B ayant la
structure I et I1, respectivement.
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Méthodes [(C4N2H6)4(H20) Zn]**+ AE en [(C4N2H6)4(H20) Cu]** AE en
C D Kcal/mol C D Kcal/mol
B3LYP/6-31+G(d,p) -2917.58616 -2917.58531 -0.53 -2778,72042 -2778,72012 -0.23
B3LYP-D3/SDD -1365,30930 -1365,31505 3.60 -1335.48506 -1335.48308 -1.24
B3LYP-D3/BS1 -2917,75764 -2917,75659 -0.66 -2778.87456 -2778.87425 -0.19
B3LYP-D3/BS2 -1204.00743 -1204.00546 -1.23 -1334.51770 -1334.51947 1.11
MO062X/6-31+G(d,p) | -2916.98415 -2916.98266 -0.93 -2778,09569 -2778,09573 0.02
MO062X/SDD -1364.87673 -1364.87442 -1.45 -1335.01168 -1335.00674 -3.09
MO062X/BS1 -2917.16776 -2917.16623 -0.96 -2778.26227 -2778.25883 -2.16
MO062X/BS2 -1203.31643 -1203.31363 -1.75 -1334.00947 -1334.00769 -1.11

TABLE. 6.2 — Les différences d’énergie AE calculées en (kcal/ mol) entre C et D ayant la
structure I et 11, respectivement.

Méthodes [(C4N2H6)4(H20) Zn]**+ AE en [(C4N2H6)4(H20) Cu]** AE en
C D Kcal/mol C D Kcal/mol
B3LYP/6-31+G(d,p) -2917,79697 -2917,79867 1.07 -2778,93136 -2778,93296 1.00
B3LYP-D3/SDD -1365,51933 -1365,52334 2.51 -1335,69454 -1335,69347 -0.73
B3LYP-D3/BS1 -2917,96849 -2917,96946 0.60 -2779,08269 -2779,08715 -0.10
B3LYP-D3/BS2 -1204,22194 -1204,22145 -0.30 -1334,73062 -1334,73243 1.13
MO062X/6-31+G(d,p) | -2917,19616 -2917,19546 -0.44 -2778,30539 -2778,30917 2,37
MO062X/SDD -1365,08771 -1365,08656 -0.72 -1335,22192 -1335,21878 -1.97
MO062X/BS1 -2917,37866 -2917,37862 -0.05 -2778,47193 -2778,47028 -1.04
MO062X/BS2 -1203,53006 -1203,52831 -1.98 -1334,21948 -1334,22572 3.90

TABLE. 6.3 — Les différences d’énergie AE calculées en (kcal/ mol) entre C et D ayant la
structure I et II, respectivement dans un solvant implicite PCM
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Méthodes [(C4N2H6)4(H20) Zn]** | AEen | [(C4N2H6)4(H20)Cul*™ | AEen
C D Kcal/mol C D Kcal/mol
B3LYP-D3/6-31+G(d,p) | -2917,79725 -2917,79887 1.01 -2778,93141 -2778,93299 0.99
B3LYP-D3/SDD -1365,51936 -1365,52341 2.54 -1335,69456 -1335,69351 -0.65
B3LYP-D3/BS1 -2917,96879 -2917,97008 0.81 -2779,08270 -2779,08268 -0.12
B3LYP-D3/BS2 -1204,22226 -1204,22162 -0.40 -1334,73065 -1334,73247 1.14
M062X/6-31+G(d,p) -2917,19627 -2917,19556 -0.45 -2778,30543 -2778,30923 2,38
M062X/SDD -1365,08777 -1365,08661 -0.72 -1335,22195 -1335,21883 -1.96
MO062X/BS1 -2917,37970 -2917,37867 -0.06 -2778,47195 -2778,47034 -1.04
MO062X/BS2 -1203,53029 -1203,52908 -0.76 -1334,21953 —1334,22575 3.90

TABLE. 6.4 — Les différences d’énergie AE calculées en (kcal/ mol) entre C et D ayant la
structure I et I1, respectivement dans un solvant implicite C-PCM.

Structures A B

Méthodes Zn-N; | Zn-N; | Zn-Ng | Zn-Ng 0 Zn-N; | Zn-Ny | Zn-Np | Zn-Ng 0
B3LYP/6-31+G(d,p) 2,051 | 2,032 | 2,056 | 2,051 | -682 | 2,055 | 2,033 | 2,055 | 2,059 | -66,4
B3LYP/SDD 2,026 | 2,012 | 2,032 | 2,025 | -68,1 | 2,031 | 2,010 | 2,029 | 2,035 | -66,8
B3LYP/BSI 2,052 | 2,032 | 2,058 | 2,052 | -684 | 2,058 | 2,035 | 2,055 | 2,063 | -66,2
B3LYP/BS2 2,106 | 2,089 | 2,112 | 2,109 | -68,0 | 2,115 | 2,094 | 2,108 | 2,119 | -66,1
B3LYP-D3/6-31+G(d,p) | 2,027 | 2,016 | 2,032 | 2,024 | -67,9 | 2,090 | 2,015 | 2,030 | 2,032 | -67,0
B3LYP-D3/SDD 2,009 | 1,996 | 2,005 | 2,007 | -72,5 | 2,007 | 1993 | 2,006 | 2,011 | -67,3
B3LYP-D3/BS1 2,029 | 2,017 | 2,034 | 2,026 | -67.9 | 2,031 | 2,016 | 2,030 | 2,035 | -66,8
B3LYP-D3/BS2 2,083 | 2,074 | 2,000 | 2,083 | -673 | 2,000 | 2,071 | 2,086 | 2,088 | -66,9
MO062X/6-31+G(d,p) 2,044 | 2,039 | 2,051 | 2,040 | -68,0 | 2,049 | 2,035 | 2,046 | 2,048 | -66,7
M062X/SDD 2,017 | 2,016 | 2,025 | 2,016 | -692 | 2,022 | 2,008 | 2,021 | 2,026 | -66,8
MO062X/BS1 2,044 | 2,039 | 2,051 | 2,040 | -67.9 | 2,048 | 2,035 | 2,045 | 2,052 | -66,6
MO62X/BS2 2,078 | 2,073 | 2,088 | 2,076 | -66,8 | 2,085 | 2,072 | 2,083 | 2,082 | -66,6

TABLE. 6.5 — Les longueurs de liaison Metal-Ligand calculées (en A) et les angles diddres
O(NNNN) pour les structures A et B, repectivement, de complexe [Zn(4-MeIm)4]* .
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Structures A B

Méthodes Cu-N; | Cu-N; | Cu-N; | Cu-Ng 0 Cu-N; | Cu-N; | Cu-Np | Cu-Ng 0
B3LYP/6-31+G(d,p) 2,021 | 1,998 | 2,034 | 2,018 | -42,9 | 2,026 | 2,012 | 2,019 | 2,041 | -435
B3LYP/SDD 2,007 | 1,987 | 2017 | 2003 | 437 | 2009 | 1999 | 2004 | 2024 | -447
B3LYP/BS1 2,025 | 2,039 | 2,001 | 2,022 | 429 | 2,029 | 2014 | 2024 | 2046 | -437
B3LYP/BS2 2,045 | 2,022 | 2,057 | 2,039 | -399 | 2,049 | 2,035 | 2,042 | 2,062 | -403
B3LYP-D3/6-31+G(d,p) | 1,998 | 1985 | 2,000 | 2,003 | -42,1 | 2,011 | 1,999 | 1,993 | 2,015 | -404
B3LYP-D3/SDD 1,984 | 1,974 | 1994 | 1,880 | -439 | 1,995 | 1986 | 1,980 | 2,002 | -43,6
B3LYP-D3/BS1 2,002 | 1,987 | 2,010 | 2,008 | -424 | 2,014 | 2,001 | 1,997 | 2,020 | -42,3
B3LYP-D3/BS2 2,023 | 2,006 | 2,033 | 2,022 | -3921 | 2,031 | 2020 | 2017 | 2037 | -385
M062X/6-31+G(d,p) 2,015 | 2,011 | 2,031 | 2,032 | -46,1 | 2,034 | 2,021 | 2,015 | 2,043 | -449
M062X/SDD 1,997 | 1,990 | 2,012 | 2,006 | -457 | 2,009 | 2,000 | 1,994 | 2,021 | -46,4
MO062X/BS1 2,019 | 2,014 | 2,036 | 2,035 | -455 | 2,037 | 2,025 | 2,016 | 2,047 | -462
MO062X/BS2 2,024 | 2,014 | 2037 | 2031 | 427 | 2037 | 2025 | 2021 | 2046 | -41.7

TABLE. 6.6 — Les longueurs de liaison Metal-Ligand calculées (en A)etles angles diedres
O(NNNN) pour les structures A et B, repectivement, de complexe [Cu(4-MeIm)4]>*.

Structures A B

Méthodes Zn-Ny | Zn-N; | Zn-N; | Zn-N; | Zn-O ] Zn-N; | Zn-N; | Zn-N; | Zn-N; | Zn-O ]
B3LYP-D3/ 2,030 | 2,020 | 2,029 | 2,015 | 4570 | -67.3 | 2,021 | 2,025 | 2,029 | 2,025 | 3,836 | -67,9
6-31+G(d,p)

B3LYP-D3/SDD | 2,036 2,082 2,043 2,019 | 2,457 | -62,4 | 2,003 2,000 2,017 2,016 | 4,808 | -71.9

B3LYP-D3/BS1 2,031 2,021 2,031 2,016 | 4570 | -67,3 | 2,024 2,027 2,031 2,026 | 3,845 | -74,5

B3LYP-D3/BS2 2,133 2,138 2,147 2,103 2,329 | -594 | 2,106 2,149 2,126 2,129 2,436 | -71,2

MO062X/ 2,089 2,110 2,097 2,061 2,339 | -59,2 | 2,062 2,095 2,073 2,065 2,594 | -73,7
6-31+G(d,p)

MO062X/SDD 2,088 2,081 2,087 2,042 | 2,226 | -55,8 | 2,038 2,077 2,055 2,048 | 2475 | -72,2
MO062X/BS1 2,084 2,108 2,090 2,060 | 2,380 | -59.5 2,063 2,093 2,063 2,630 | 2,607 | -71.9
MO062X/BS2 2,138 2,131 2,144 2,103 | 2,260 | -55,8 | 2,022 2,007 2,021 2,026 | 2,370 | -71.8

TABLE. 6.7 — Les longueurs de liaison Metal-Ligand calculées (en A)etles angles diedres
O(NNNN) pour les structures A et B, repectivement, de complexe [Zn(4-Melm)sH,O]**.
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Structures B
Méthodes Cu-N; | Cu-N; | Cu-N; | Cu-N; | Cu-O 0 Cu-N; | Cu-N; | Cu-N; | Cu-N; | Cu-O 0
B3LYP-D3/ 2,025 | 2,004 | 2042 | 2,032 | 2447 | -56 | 2,023 | 2,005 | 2,043 | 2032 | 248 | 97
6-31+G(d.p)
B3LYP-D3/SDD | 2,000 | 2,026 | 2000 | 2055 | 2,307 | -422 | 1,991 | 1,994 | 2,003 | 1,987 | 3,060 | -36,0
B3LYP-D3/BS1 | 1,999 | 2,015 | 2,005 | 2,005 | 3,108 | -39,36 | 2,029 | 2,037 | 2,011 | 2,047 | 2464 | 99
B3LYP-D3/BS2 | 2,061 | 2,029 | 2,046 | 2,047 | 2426 | 21,0 | 2,046 | 2,028 | 2,063 | 2050 | 2413 | -97
MO062X/ 2,051 | 2,028 | 2067 | 2,058 | 2,326 | -45 | 2,050 | 2,031 | 2,065 | 2,062 | 2335 | -7,0
6-31+G(d,p)
MO062X/SDD 2,014 | 2,047 | 2,021 | 2,085 | 2206 | -450 | 2,047 | 2,042 | 2024 | 2020 | 2366 | -35.2
MO62X/BS1 2,034 | 2,060 | 2,040 | 2,090 | 2347 | -43.9 | 2,065 | 2,060 | 2042 | 2045 | 2466 | -36,0
MO62X/BS2 2,059 | 2,045 | 2,048 | 2,063 | 235 | -340 | 2059 | 2,054 | 2046 | 2044 | 2454 | 332
TABLE. 6.8 — Les longueurs de liaison Metal-Ligand calculées (en A)etles angles diedres
O(NNNN) pour les structures A et B, repectivement, de complexe [Cu(4-MeIm),sH,0]* .
Structures A B
Méthodes Zn-Ny | Zn-N; | Zn-Ng | Zn-Ng | Zn-O 0 Zn-Ng | Zn-Ny | Zn-N; | Zn-N; | Zn-O 0
B3LYP-D3/ 2,055 | 2,036 | 2,053 | 2037 | 3472 | 61,8 | 2,042 | 2,043 | 2054 | 2058 | 3495 | -68,1
6-31+G(d.p)
B3LYP-D3/SDD | 2,050 | 2,089 | 2,057 | 2,021 | 2325 | -60.6 | 2,013 | 2,013 | 2027 | 2,037 | 3.467 | -67.9
B3LYP-D3/BS1 | 2,056 | 2,036 | 2056 | 2,038 | 3473 | -62.0 | 2,037 | 2,033 | 2059 | 2,055 | 3.644 | -643
B3LYP-D3/BS2 | 2,143 | 2,152 | 2,166 | 2,132 | 2,282 | -554 | 2,125 | 2,167 | 2,155 | 2,151 | 2,393 | -683
MO62X/ 2,100 | 2,123 | 2,108 | 2073 | 2,259 | -582 | 2,083 | 2,127 | 2,092 | 2079 | 2358 | -69,1
6-31+G(d,p)
M062X/SDD 2,081 | 2,093 | 2,086 | 2047 | 2,166 | -56,1 | 2,052 | 2,094 | 2,068 | 2056 | 2,289 | -69,2
MO62X/BS1 2,079 | 2,106 | 2,107 | 2,098 | 2363 | -70,1 | 2,078 | 2,108 | 2,108 | 2,099 | 2355 | -70,3
MO62X/BS2 2,140 | 2,147 | 2,149 | 2,131 | 2232 | -534 | 2,128 | 2,149 | 2,146 | 2,146 | 2282 | -682

TABLE. 6.9 — Les longueurs de liaison Metal-Ligand calculées (en A)etles angles diedres

O(NNNN) pour les structures A et B, repectivement, de complexe [Zn(4-MeIm);H,0]**

avec PCM.
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Structures A B

Méthodes Cu-Ng Cu-N; | Cu-N; | Cu-N; | Cu-O 0 Cu-N; | Cu-N; | Cu-Np | Cu-Np | Cu-O 0

B3LYP-D3/ 2,021 | 1,998 | 2,034 | 2,030 | 2,398 | -64 | 2,020 | 2,003 | 2036 | 2032 | 2397 | -87

6-31+G(d.p)

B3LYP-D3/SDD | 1,990 | 2,025 | 1991 | 2,068 | 2,233 | -449 | 2,031 | 2,019 | 2,012 | 2,002 | 2,348 | -32,6

B3LYP-D3/BS | 12,009 | 2,025 | 2009 | 2056 | 2421 | -402 | 2,028 | 2,010 | 2,037 | 2,033 | 2,396 | -10,3

B3LYP-D3/BS2 | 2053 | 2,018 | 2,046 | 2,044 | 2357 | -6,6 | 2,043 | 2026 | 2,054 | 2,047 | 2353 | -9.8

MO62X/ 2,048 | 2,025 | 2058 | 2,058 | 2296 | -47 | 2,045 | 2,027 | 2058 | 2,060 | 2294 | -64

6-31+G(d,p)

M062X/SDD 2,004 | 2047 | 2,011 | 2,112 | 2,123 | 493 | 2,052 | 2037 | 2025 | 2021 | 2251 | -32,1

MO62X/BS1 2,023 | 2068 | 2,029 | 2,137 | 2210 | -482 | 2,075 | 2060 | 2039 | 2049 | 2356 | -339

MO62X/BS2 2,050 | 2046 | 2,044 | 2,069 | 2,288 | -33,9 | 2,050 | 2,035 | 2053 | 2055 | 229 | -7.0
TABLE. 6.10 — Les longueurs de liaison Metal-Ligand calculées (en A) et les angles
diedres O(NNNN) pour les structures A et B, repectivement, de complexe [Cu(4-
MeIm),sH,0]*" avec PCM.

Structures A B

Méthodes Zn-Ng | Zn-N; | Zn-N; | Zn-Ng | Zn-O 0 Zn-N; | Zn-N; | Zn-N; | Zo-Ng | Zn-O 0

B3LYP-D3/ 2,058 | 2,036 | 2,056 | 2,038 | 3480 | -61,7 | 2,041 | 2044 | 2,054 | 2060 | 3,500 | -67.9

6-31+G(d.p)

B3LYP-D3/SDD | 2,050 | 2,088 | 2,057 | 2,021 | 2331 | -60,7 | 2,014 | 2013 | 2,027 | 2037 | 3469 | 67,7

B3LYP-D3/BS1 | 2,059 | 2,037 | 2,059 | 2039 | 3483 | -61.8 | 2,039 | 2,034 | 2,064 | 2071 | 2,526 | -66,2

B3LYP-D3/BS2 | 2,145 | 2,153 | 2,167 | 2,131 | 2295 | -556 | 2,129 | 2,176 | 2,148 | 2,147 | 2359 | -66,9

M062X/ 2,098 | 2,127 | 2,000 | 2,075 | 2259 | -586 | 2,084 | 2,129 | 2,094 | 2,084 | 2,345 | -683

6-31+G(d.p)

M062X/SDD 2,081 | 2,093 | 2,085 | 2,048 | 2,166 | -562 | 2,054 | 2,094 | 2,069 | 2057 | 2,284 | -689

M062X/BS1 2,094 | 2,125 | 2,105 | 2,074 | 2,291 | -58,7 | 2,079 | 2,107 | 2,108 | 2,099 | 2356 | -70,3

MO062X/BS2 2,134 | 2,150 | 2,148 | 2,130 | 2241 | -54,1 | 2,125 | 2,165 | 2,148 | 2,137 | 2,282 | 66,8

TABLE. 6.11 — Les longueurs de liaison Metal-Ligand calculées (en A) et les angles
diedres 6(NNNN) pour les structures A et B, repectivement, de complexe [Zn(4-

Melm)sH,0]* avec C-PCM.
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Structures A B

Méthodes Cu-N; | Cu-N; | Cu-Ng | Cu-Ny | Cu-O 0 Cu-N; | CuNy | Cu-Ng | Cu-N; | Cu-O 0
B3LYP-D3/ 2,021 | 1,998 | 2,034 | 2300 | 2,398 | -6,6 | 2,020 | 2,004 | 2,035 | 2,032 | 2,402 | -89
6-31+G(d.p)

B3LYP-D3/SDD | 1,990 | 2,026 | 1,991 | 2,070 | 2,231 | -45,1 | 2,031 | 2,018 | 2,013 | 2,003 | 2,346 | -32,3
B3LYP-D3/BS1 | 2,009 | 2,025 | 2,000 | 2,055 | 2421 | -403 | 2,036 | 2,027 | 2,039 | 2,010 | 2,394 | 9,1
B3LYP-D3/BS2 | 2,052 | 2,018 | 2,046 | 2,044 | 2,356 | -6,7 | 2,043 | 2,026 | 2,053 | 2,047 | 2354 | 94
MO062X/ 2,048 | 2,026 | 2,058 | 2,057 | 2294 | -63 | 2,046 | 2,029 | 2057 | 2059 | 2298 | -7.0
6-31+G(d.p)

M062X/SDD 2,004 | 2,046 | 2,011 | 2,113 | 2,123 | -492 | 2,052 | 2,036 | 2,026 | 2020 | 2252 | -32,0
MO062X/BS1 2,023 | 2,068 | 2,029 | 2,140 | 2205 | -48,5 | 2,071 | 2,057 | 2,044 | 2,043 | 2354 | -33,0
MO062X/BS2 2,049 | 2,046 | 2,044 | 2,070 | 2,287 | -34,2 | 2,051 | 2,035 | 2,053 | 2,055 | 2,297 | -7.2

TABLE. 6.12 — Les longueurs de liaison Metal-Ligand calculées (en A) et les angles di-
edres O(NNNN) pour les structures A et B, repectivement, de complexe [Cu(4-Melm)4
H,0]** avec C-PCM.

Ppep(u.a) Appep(u.a) H/ppep(u.a) E;,:(Kcal/mol)
Cu-N 0.0799 +0.292 -0.36 41.0

0.0789 +0.289 -0.36 40.4

0.0767 +0.262 -0.38 38.6

0.0714 +0.240 -0.37 35.2
Cu-O 0.0344 +0.159 -0.09 14.4

TABLE. 6.13 — L’analyse AIM du ligand 4-Melm coordonné dans le complexe de coordi-

nation C [Cu(4-MeIm)4, H,0] 2T (calculés au nivau M062X/6-31+G(d,p)).
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